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Diabetes on merkittävä maailmanlaajuinen terveysongelma. On arvioitu, että maailmassa on 
tällä hetkellä yli 220 miljoonaa diabeetikkoa, joista yli 90 % sairastaa tyypin 2 diabetesta. 
Tämän sairauden peruspiirre on veren kroonisesti kohonnut glukoosipitoisuus eli 
hyperglykemia. Tyypin 2 diabetes johtuu pääasiassa insuliiniresistenssistä ja epänormaalista 
insuliinin erittymisestä. Insuliiniresistenssillä tarkoitetaan tilaa, jossa verenkierron normaali 
insuliinipitoisuus ei lisää glukoosin kuljetusta solujen sisään insuliinin tärkeimmissä 
kohdekudoksissa. Lukuisissa tutkimuksissa on osoitettu vapaiden rasvahappojen 
vaikuttavan insuliinin tehon heikkenemiseen ja siten tyypin 2 diabeteksen muodostumiseen. 
 
Proteiinikinaasi C (PKC) isoentsyymit kuuluvat seriini/treoniinikinaasien suurperheeseen, 
jolla on keskeinen rooli useissa solutason tapahtumissa. PKC!-isoentsyymin aktiivisuuden 
on todettu vaikuttavan myös insuliiniresistenssiin ja sitä kautta tyypin 2 diabetekseen. 
Vapaiden rasvahappojen aikaansaaman insuliinireseptorin geenitoiminnan estymisen on 
yhteydessä PKC!-isoentsyymin fosforylaatioon insuliinin tärkeimmissä kohdesoluissa. 
Fosforyloitunut PKC!-isoentsyymi saa aikaan insuliiniresepterorin geeniekspression 
estymisen. 
 
Tämä erikoistyö on osa VHH-vasta-aineisiin liittyvää tutkimusta, jonka tarkoituksena on 
karakterisoida VHH-vasta-aineita ja selvittää niiden vaikutuksia PKC:hen. VHH-vasta-aineet 
ovat laamoista eristettyjen vasta-aineiden raskaan ketjun vaihtelevia osia ja ne pystyvät 
sitomaan antigeenin vain yhden vaihtelevan osansa avulla. Erikoistyössä tutkittiin mihin 
PKC!-isoentsyymin toiminnallisiin domeeneihin VHH-vasta-aineet sitoutuvat. Lisäksi tutkittiin 
VHH-vasta-aineiden sitoutumista koko PKC!-isoentsyymiin. 
 
PKC!-isoentsyymin koko proteiinia ja muita domeeneja tuotettiin Sf9-hyönteissoluissa. 
Sitoutumista tutkittiin Western blottauksen ja immunopresipitaation avulla. Radioligandi-
sitoutumiskokeissa tutkittiin yhteensä 368 VHH:n sitoutumista domeeni 2-osaan. Western 
blot-menetelmällä havaittiin E7-VHH-vasta-aineen sitoutuminen PKC!-isoentsyymin koko 
proteiiniin ja domeeni 3-osaan. Muut Western blot-kokeissa tutkitut VHH-vasta-aineet eivät 
sitoutuneet PKC!-isoentsyymiin. Kaikki VHH:t, jotka sitoutuivat immunopresipitaatiokokeissa 
koko proteiiniin, sitoutuivat myös domeeni 3-osaan, mutta eivät muihin domeeneihin. 
Radioligandi-sitoutumiskokeissa kokeissa saatujen tulosten perusteella mikään VHH-vasta-
aine ei sitoudu domeeni 2-osaan, joten VHH-vasta-aineet eivät näyttäisi sitoutuvan samaan 
kohtaan kuin endogeeninen PKC!-aktivaattori diasyyliglyseroli (DAG).  
 
Käytettyjen kolmen eri tutkimusmenetelmän avulla saadut tulokset olivat keskenään 
yhdenmukaisia. Western blot-menetelmällä ja immunopresipitaatiokokeissa saatujen 
tulosten perusteella voitiin todeta, että kaikki PKC!-isoentsyymiin sitoutuvat VHH-vasta-
aineet sitoutuvat kinaasiosaan. Erikoistyön avulla onnistuttiin saamaan uutta tietoa VHH-
vasta-aineiden sitoutumisesta PKC!-isoentsyymiin. VHH-vasta-aineiden tarkempaa 
sitoutumiskohtaa PKC!-isoentsyymiproteiinissa ei ole aikaisemmin tutkittu näin monella 
VHH-vasta-aineella. Tässä tutkimuksessa VHH-vasta-aineiden sitoutumista PKC!-
isoentsyymiin tutkittiin lisäksi menetelmillä, joita ei ole kokeiltu aiemmin tässä yhteydessä. 
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The burden of diabetes is increasing globally as the number of people with diabetes reaches 
over 220 million. Over 90 per cent of these people are suffering from type 2 diabetes. This 
condition is primarily defined by the chronic increase in blood glucose level or 
hyperglycemia. Type 2 diabetes is characterized by insulin resistance and is usually 
associated with abnormal insulin secretion. Insulin resistance is a state where normal 
amount of blood insulin is inadequate to increase glucose uptake in the most important 
target tissues of insulin. Numerous reports demonstrate that oversupply of lipids leads to 
loss of insulin activity and the formation of type 2 diabetes. 
 
Protein kinase C (PKC) isozymes comprise a family of serine/threoninekinases, which have 
a regulatory role in a multiple cellular processes. PKC!-isozyme activity is known to play a 
role in insulin resistance and therefore in type 2 diabetes. Free fatty acid (FFA) induced 
insulin gene function inhibition is associated with phosphoinositide dependent kinase1 
(PDK1) independent phosphorylation of PKC!-isozyme in the most important insulin target 
tissues. Phosphorylated PKC!-isozyme causes insulinreceptor gene expression inhibition. 
 
Present study is part of a VHH-antibodies related research where the goal is to characterize 
these antibodies and to find out their effects on protein kinase C. VHH-antibodies are Ilama 
derived antibodies which contain a single heavy-chain variable domain, that is fully capable 
of antigen binding. In this work, we studied VHH-antibodies binding to PKC!-isozyme and its 
functional domains. 
 
PKC!-isozyme and its domains were produced in Sf9-insect cells. The binding was studied 
using Western blot and immunoprecipitation assays. In addition, the binding of 368 VHH-
antibodies to PKC!-isozyme´s domain 2 were studied. With Western blot, it was discovered 
that E7-VHH-antibody binds to PKC!-isozyme full length and to domain 3. Other VHH-
antibodies tested in Western blot did not bind to PKC!-isozyme. Seven VHH-antibodies 
bound to PKC!-isozyme in immunoprecipitation. All of these VHH-antibodies bound to the 
full length and to domain 3, but not to other domains. In radioligand binding assays none of 
the VHH-antibodies bound to domain 2 that is the binding site to the endogenous PKC!-
isozyme activator diacylglycerol (DAG).  
 
The results gathered with these three different methods were in line with each other. As the 
results gained from Western blot and immunoprecipitation show, all the VHH-antibodies, that 
bind to PKC!-isozyme, bind to its domain 3. With this study, we succeeded to gather new 
information about the binding of VHH-antibodies to PKC!-isozyme and its domains. The 
exact binding site has not been studied with so many VHH-antibodies before this study. 
Moreover, we also exploited methods that have not been used in this context before. 
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FFA  Vapaat rasvahapot (free fatty acids) 
FL PKC!-isoentsyymin koko proteiini 
HMGA1 High mobility group protein A1 
IR Insuliinireseptori 
IRS Insuliinireseptorisubstraattiproteiini 
PDK-1 Fosfoinositidi riippuvainen kinaasi-1 
PKC Proteiinikinaasi C-entsyymi 
PKC! Proteiinikinaasi C  epsilon-isoentsyymi 
PS Fosfatidyyliseriini 
VHH Laamoista eristetyn vasta-aineen raskaan ketjun vaihteleva osa 
(Nanobody®) 
3H-PDBu Tritiumilla leimattu forboli 










Diabetes on merkittävä maailmanlaajuinen terveysongelma (Niemi ja Winell 2005). On 
arvioitu, että maailmassa on tällä hetkellä yli 220 miljoonaa diabeetikkoa, joista yli 90 
% sairastaa tyypin 2 diabetesta (World Health Organization, WHO 2006). Sairauden 
esiintyvyys on jatkuvasti lisääntynyt ja on arvioitu, että vuonna 2030 diabeetikkoja olisi 
jo 366 miljoonaa (Wild ym. 2004). Diabetes on myös merkittävä kansansairaus 
Suomessa ja väkilukuun suhteutettuna tyypin 1 diabetikkojen lukumäärä on meillä 
maailman suurin (Koski 2010). Suomessa on yli 300 000 diabeetikkoa, joista 85 % on 
tyypin 2 diabeetikkoja. Lisäksi on arvioitu, että ainakin 200 000 suomalaista sairastaa 
tautia tietämättään (Winell ja Reunanen 2006). 
 
Diabetes on sairaus, jonka peruspiirre on kroonisesti kohonnut veren glukoosipitoisuus 
eli hyperglykemia (Alberti ym. 1998). Sairauteen liittyy muutoksia myös proteiinien ja 
rasvojen aineenvaihdunnassa. Muutokset ovat seurausta insuliinin erityksessä ja/tai 
toiminnassa tapahtuvista häiriöistä. Diabetekseen yhdistetään useita äkillisiä ja 
pitkäaikaisia komplikaatioita ja liitännäissairauksia, joista esimerkkejä ovat aivo- ja 
sydäninfarktit, alaraaja-amputaatiot sekä munuais- ja silmäsairaudet (Niemi ja Winell 
2005). Lisäksi sairaus lisää ennenaikaisen kuoleman riskiä. Arviolta 3,4 miljoonaa 
ihmistä menehtyi liian korkean veren glukoosipitoisuuden aiheuttamiin 
komplikaatioihin vuonna 2004 (WHO 2006). WHO:n arvion mukaan diabeteksen 
aiheuttamat kuolemantapaukset tulevat kaksinkertaistumaan vuoteen 2030 mennessä. 
 
Diabeteksen tyypillisiä oireita ovat jano, runsasvirtsaisuus, näön hämärtyminen ja 
painon menetys (Alberti ym. 1998). Hoitamattomana hyperglykemia voi johtaa lopulta 
happomyrkytykseen eli ketoasidoosiin, jolloin riskinä on tajunnantason heikkeneminen, 
kooma ja lopulta kuolema (Lebovitz 1995). Useimmiten oireet eivät kuitenkaan ole 
vakavia ja taudin havaitseminen varhaisessa vaiheessa on haasteellista (Alberti ym. 





solutason muutoksia, minkä vuoksi hoidon aloittaminen jo sairauden varhaisessa 
vaiheessa olisi tärkeää. 
 
Diabeteksen päämuodot ovat tyypin 1 ja tyypin 2 diabetes (Alberti ym. 1998).  Tyypin 1 
diabetes on seurausta autoimmuunivälitteisestä haiman #-saarekkeiden tuhoutumisesta, 
minkä seurauksena insuliinin muodostuminen heikkenee (Bhattacharya ym. 2007; 
Muoio ja Newgard 2008). Sairauteen johtavia syitä ei vielä täysin tunneta, mutta 
taustalla saattaa perimän lisäksi olla useita ulkoisia tekijöitä, kuten tietyt virusinfektiot 
(Sadeharju ym. 2003; Oikarinen ym. 2008). Tyypin 1 diabetesta sairastavien potilaiden 
on turvauduttava eksogeeniseen insuliiniin, jotta he välttyisivät ketoasidoosilta. Tyypin 
1 diabetesta on pidetty nuoruusiällä puhkeavana sairautena, mutta se voi puhjeta myös 
myöhemmin. 
 
Tyypin 2 diabetes on etenevä sairaus, joka kehittyy vuosien saatossa ja voi olla pitkään 
oireeton (Muoio ja Newgard 2008). Sairauden on todettu johtuvan pääasiassa 
insuliiniresistenssistä ja epänormaalista insuliinin erittymisestä. Insuliiniresistenssillä 
tarkoitetaan tilaa, jossa verenkierron normaali insuliinipitoisuus ei lisää gluukosin 
kuljetusta solujen sisään insuliinin tärkeimmissä kohdekudoksissa. Tyypin 2 
diabeteksen syntysyyt ovat moninaisia ja perimän lisäksi sairauden taustalla on 
elintapoihin liittyviä tekijöitä, kuten ylipaino, epäterveellinen ruokavalio, liian vähäinen 
liikunta ja tupakointi (Koski 2011). Huolimatta siitä, että tyypin 2 diabetes on 
merkittävä maailmanlaajuinen terveysongelma ja aiheen parissa on tehty mittava määrä 
tutkimustyöstä, sairauteen johtavat biokemialliset mekanismit ovat edelleen osittain 
epäselviä (Bhattacharya ym. 2007). On kuitenkin selvää, että insuliini ohjaa glukoosin 
soluunottoa ja tyypin 2 diabeteksessa tässä tapahtumaketjussa tapahtuu muutoksia.  
 
Diabetes on monimuotoinen sairaus ja siitä voidaan erottaa myös useampia alaryhmiä, 
kuten LADA (latent autoimmune diabetes in adults) ja MODY (maturity-onset diabetes 
in the young) (Tuomi ym. 1999; Stride ym. 2002). Gestaatio- eli raskausdiabeteksella 
tarkoitetaan sokeriaineenvaihdunnan häiriötä, joka todetaan ensimmäisen kerran 
raskauden aikana (Hollander ym. 2007; Koski 2011). Naisilla, joilla on todettu 





elämässään tyypin 2 diabetekseen (Koski 2011). Lisäksi on huomioitava, että 
diabeteksen luonne saattaa muuttua taudin edetessä ja erot eri ilmenemismuotojen 
välillä voivat hämärtyä.  
 
Tyypin 2 diabeteksen esiintyvyys tulee lisääntymään tulevaisuudessa entisestään, joten 
sen hoitoon ja ennaltaehkäisyyn on kiinnitettävä paljon huomiota (Wild ym. 2004). 
Merkittävimpiä syitä esiintyvyyden jatkuvaan lisääntymiseen ovat arkiliikunnan 
väheneminen, ylipaino ja väestön ikääntyminen (Astrup ja Finer 2000; Dunstan ym. 
2002; Wild ym. 2004). Terveyden edistämisen lisäksi uusien hoitomuotojen löytäminen 
tyypin 2 diabetekseen olisi myös taloudellisesti edullista. Diabeteksen aiheuttamista 
kustannuksista arviolta 90 % johtuu liitännäissairauksista ja suuri osa kustannuksista 
aiheutuu sairaalahoidosta. Euroopassa toteutetun tutkimuksen mukaan 
lääkekustannusten osuus tyypin 2 diabeteksen hoidon kokonaiskustannuksista on vain 
noin 7 %, joten uusien ja tehokkaampien lääkehoitojen myötä myös diabeteksen 
terveystaloudellisia kustannuksia saataisiin vähennettyä (Jönsson 2002). 
 
Tyypin 2 diabetekseen johtavista solutason tapahtumista on esitetty erilaisia teorioita 
(Bhattacharya ym. 2007). Muun muassa sytokiineihin kuuluvan tuumorinekroositekijä 
":n (tumor necrosis factor ", TNF-") on todettu osaltaan vaikuttavan 
insuliiniresistenssin syntymiseen (Moller 2000). Lukuisissa tutkimuksissa on myös 
selvitetty vapaiden rasvahappojen (free fatty acids, FFA) vaikutusta insuliinin tehon 
heikkenemiseen ja siten tyypin 2 diabeteksen syntymiseen (Boden ym. 2001; Kuhlmann 
ym. 2003; Odegaard ym. 2006). Liiallinen ravinnon rasvapitoisuus johtaa vapaiden 
rasvahappojen pitoisuuden nousuun verenkierrossa (Odegaard ym. 2006). Tämä teoria 
selittää osaltaan elintapojen ja ravinnon koostumuksen vaikutusta sairauden 
kehittymiseen. Tämän lisäksi useassa tutkimuksessa on havaittu insuliiniresistenssin 
liittyvän erityisesti proteiinikinaasi C entsyymien epsilon-isoentsyymiin (PKC!) 
(Schmitz-Peiffer 1997; Idris ja Donnelly 2001; Dey ym. 2007), jonka vuoksi tässä pro 








2 PROTEIINIKINAASI C-ISOENTSYYMIT 
 
Proteiinikinaasi C (PKC) -entsyymit kuuluvat seriini/treoniinikinaasien suurperheeseen, 
joilla on keskeinen rooli useissa solutason tapahtumissa (Cenni 2002; Newton 2003). 
Nämä entsyymit osallistuvat useisiin fysiologisiin prosesseihin, jotka vaikuttavat muun 
muassa solujen kasvuun, jakautumiseen ja erilaistumiseen sekä geenien ilmentymiseen 
(Newton 2003). PKC-entsyymien aktiivisuuden on todettu vaikuttavan myös 




PKC-entsyymit muodostuvat yhdestä polypeptidiketjusta, jossa on karboksyyliryhmään 
päättyvä kinaasiosa (noin 45 kDa) ja sen toimintaa allosteerisesti säätelevä, 
aminoryhmään päättyvä, säätelyosa (20-70 kDa) (Newton 2003). Kinaasiosa sisältää 
ATP:n ja substraatin sitoutumiskohdan. Säätelyosan tärkeimmät tehtävät ovat kinaasin 
sijainnin ohjaaminen solun sisällä ja toiminnan säätely autoinhibitorisena osana. 
Säätelyosa toimii substraatin sitoutumiskohdan steerisenä esteenä ja estää siten kinaasin 
aktivoitumista.  
 
Nisäkkäiltä on löydetty yhteensä kymmenen erilaista PKC-isoentsyymiä: neljä 
konventionaalista isoentsyymiä (", #I, #II, $), neljä uudentyyppistä isoentsyymiä (%, !, 
&, '/L) ja kaksi epätyypillistä isoentyymiä ((, )/*) (Newton 2003). PKC-
isoentsyymiperhe on jaettu edellä mainittuihin kolmeen ryhmään säätelyosan rakenteen 
perusteella (Kuva 1) (Newton 2003; Aksoy 2004). Säätelyosan rakenne vaikuttaa siihen, 
mihin kofaktoreihin isoentsyymit reagoivat. Säätelyosan C1- ja C2-domeenit voivat 
joko sitoa ligandin tai niiltä voi puuttua ligandin sitomiseen tarvittavat ominaisuudet 
(Newton 2003). C1-domeenin kofaktorina toimii diasyyliglyseroli (DAG) ja C2-










Kuva 1. Kolmen PKC-isoentsyymialaryhmän rakenne. Kaikilla PKC-isoentsyymeillä on kinaasiosa 
(merkitty sinisellä), joka sisältää kolme fosforyloitumispaikkaa (merkitty vaaleanpunaisella); 
aktivaatiosilmukka (the activation loop), kääntöosa (the turn motif) ja hydrofobinen osa (hydrophobic 
motif). Kaikilla isoentsyymeillä on autoinhibitorinen pseudosubstraattiosa (merkitty vihreällä), mutta 
säätelyosat eroavat muuten toisistaan. Konventionaalisilla ja uudentyyppisillä PKC-isoentsyymeillä on 
kaksi C1-domeenia (merkitty oranssilla), jotka aktivoituvat diasyyliglyserolin (DAG) vaikutuksesta. 
Epätyypillisten PKC-isoentsyymien C1-domeeni ei sitoudu DAG:iin. Konventionaalisten PKC-
isoentsyymien C2-domeeni (merkitty keltaisella) aktivoituu Ca2+-ionin vaikutuksesta, jonka jälkeen se voi 
sitoutua solukalvon fosfolipideihin. Uudentyyppisten PKC-isoentsyymien C2-domeenin kaltainen osa ei 
sitoudu Ca2+-ioniin (mukaillen Newton 2003). 
 
Kaikilla PKC-isoentsyymeillä on vähintään yksi C1-domeeni, joka on kooltaan noin 8 
kDa (Newton 2003). DAG sitoutuu C1-domeenin toisistaan irtautuneiden #-lamellien 
muodostamaan sitoutumiskohtaan. Myös forboliesterit, jotka ovat DAG:n ei-
hydrolysoituvia analogeja, ja fosfatidyyliseriini (phosphatidylserine, PS) voivat sitoutua 
C1-domeeniin (Johnson 2000; Newton 2003). Konventionaalisilla ja uudentyyppisillä 
isoentsyymeillä on kaksi C1-domeenia (C1A ja C1B), mutta on todennäköistä, että vain 
toinen niistä sitoo ligandeja in vivo (Johnson 2000). Lisäksi kaikilla isoentsyymeillä on 
autoinhibitorinen pseudosubstraattiosa C1-domeenin N-terminaalisessa päässä (Newton 
2003).  
 
Vain konventionaalisilla ja novelleilla isoentsyymeillä on C2-domeeni (Nalefski ja 
Falke 1996). Konventionaalisilla isoentsyymeillä tämä 12 kDa:n kokoinen domeeni 
toimii solukalvoon kiinnittyvänä osana, joka sitoutuu solukalvon anionisiin 
fosfolipideihin Ca2+-aktivaation seurauksena (Nalefski ja Falke 1996; Newton 2003). 
Uudentyyppisten isoentsyymien C2-domeenista puuttuu Ca2+-sitomiseen tarvittavat 
osat, joten se ei sido Ca2+:ia. Epätyypillisillä PKC isoentsyymeillä on vain pariton C1-





muiden lipidien (mm. PI-3,4,5-trifosfaatin tai keramidien) ja/tai proteiinien (mm. 
Lambda Interacting Protein, LIP tai A170-proteiinin) sitouduttua niiden säätelyosaan 
(Jaken ja Parker 2000). 
 
Kun säätelyosan pseudosubstraattiosa on sitoutuneena substraatin sitoutumiskohtaan, 
PKC-entsyymi on inaktiivisessa muodossaan (Newton ja Johnson 1998; Newton 2001). 
G-proteiinikytkentäisten- tai tyrosiinikinaasireseptorien aktivaatio johtaa solusisäisen 
Ca2+:n ja DAG:n pitoisuuden nousuun (Berridge ym. 2003; Radeff-Huang ym. 2004). 
DAG ja Ca2+ saavat PKC-entsyymin siirtymään solukalvolle sitoutumalla C1- tai C2-
domeeneihin. Tästä interaktiosta saatavan energian avulla pseudosubstraatti vapautuu 
substraatin sitoutumiskohdasta, jolloin substraatin sitoutuminen ja fosforylaatio 
mahdollistuvat. Ennen kuin tällaista allosteerista säätelyä voi tapahtua, on PKC-
entsyymien kinaasiosan fosforyloiduttava. 
 
PKC isoentsyymien kinaasiosa muodostuu pääasiassa #-lamelleista koostuvasta, 
aminoryhmään päättyvästä ja pääasiassa "-helikseistä koostuvasta, karboksyyliryhmään 
päättyvästä osasta (Taylor ja Radzio-Andzelm 1994; Johnson ja Lewis 2001). ATP:n ja 
substraatin sitoutumiskohta sijaitsee näiden kahden osan välisessä raossa. 
Kiinaasiosassa on kolme fosforyloitumispaikkaa; aktivaatiosilmukka, kääntöosa ja 
hydrofobinen osa (Newton 2003). Näiden paikkojen seriini- ja treoniiniosien 
fosforyloituminen säätelee kinaasin toimintaa intra- ja intermolekulaarisissa 
interaktioissa. 
 




Aktivaatiosilmukan fosforyloituminen on erityisen tärkeää kinaasin katalyyttiselle 
kyvylle (Newton 2003). PKC-isoentsyymien aktivaatiosilmukassa on treoniiniosa, jonka 
on fosforyloiduttuva, ennen kuin kinaasi voi fosforyloida substraatteja. Tämän 
treoniiniosan fosforyloijana toimii useimmiten fosfoinositidi riippuvainen kinaasi-1 





normaalia toimintaa. Alkion kantasoluilla tehdyissä tutkimuksissa havaittiin, että PKC-
isoentsyymien pitoisuus solun sisällä laskee merkittävästi, jos solut eivät ilmennä PDK-
1-kinaasia (Balendran ym. 2000). 
 
PKC-entsyymien on oltava sitoutuneena solukalvoon ja oikeassa konformaatiossa, 
ennen kuin PDK-1 voi fosforyloida niitä (Newton 2003). Joillekin PDK-1-kinaasin 
substraateille, kuten konventionaalisille PKC-isoentsyymeille, PDK-1 fosforylaatio 
johtaa entsyymin katalyyttiseen kompetenssiin (Kuva 2). Fosforylaation jälkeen 
entsyymi kuitenkin omaksuu autoinhibitorisen konformaation. Tämä autoinhibitio 
voidaan purkaa sopivan toisiolähetin avulla. Toisin sanoen PDK-1 valmistelee 
konventionaaliset PKC-isoentsyymit, mutta ei suoranaisesti aktivoi niitä. 
 
2.2.2 Kääntöosa ja hydrofobinen osa 
 
Kääntö- ja hydrofobinenosa sijaitsevat lähellä karboksyyliryhmään päättyvää osaa 
(Newton 2003). Tutkimukset ovat osoittaneet, että kääntöosan fosforylaatio stabiloi 
kiinaasiosaa ankkuroimalla karboksyylirymään päättyvän osan kinaasiosan ylemmän 
silmukan päälle. Myös hydrofobisen osan fosforylaatio stabiloi kinaasia, mutta sen 
toiminta ei ole välttämätöntä kinaasin toiminnalle (Gysin ja Imber 1997; Newton 2003). 
Hydrofobisen osan tehtävänä on myös tarjota kiinnittymispaikka PDK-1-kinaasille.  
 
2.3 Entsyymin elinkaari, esimerkkinä PKC! 
 
2.3.1 Katalyysivalmiuden saavuttaminen 
 
Juuri syntetisoituneet PKC-entsyymit ovat sijoittuneena solukalvolle (Sonnenburg ym. 
2001). Ne sitoutuvat solukalvoon useiden heikkojen sidosten avulla, joita C1- ja C2-
domeenit sekä pseudosubstraattiosa muodostavat solukalvon anionisten lipidien kanssa 
(Newton 2003). Nämä juuri muodostuneet PKC-entsyymit ovat avoimessa muodossa, 
jossa autoinhibitorinen pseudosubstraattiosa on irrallaan substraatin sitoutumiskohdasta 
(Dutil ja Newton 2000).  Tämä avoin konformaatio on olennainen PKC-entsyymien 





Aktivaatiosilmukka on suojatussa tilassa kun pseudosubstraatti on sitoutuneena 
substraatin sitoutumiskohtaan. 
 
Kun PKC-entsyymit ovat avoimessa konformaatiossa, myös fosforyloimaton 
karboksyyliryhmään päättyvä eli C-terminaalinen osa on avoin vuorovaikutuksille 
(Newton 2003). Avoin konformaatio on siten edellytys myös PDK-1-kinaasin 
sitoutumiselle juuri syntetisoitujen PKC-entsyymien fosforyloimattomaan 
hydrofobiseen osaan. Sitoutuminen hydrofobiseen osaan suuntaa PDK-1-kinaasin 
oikeaan asemaan, jolloin se voi fosforyloida aktivaatiosilmukan (Gao ym. 2001; 
Sonnenburg ym. 2001). PKC!-isoentsyymillä fosforylaatio tapahtuu aktivaatiosilmukan 
Thr566-kohdassa. Aktivaatiosilmukan fosforylaation jälkeen PDK-1 irrottautuu PKC-
entsyymin C-terminaalisesta päästä, jolloin myös hydrofobinen osa (PKC!-
isoentsyymissä Ser729) ja kääntöosa (PKC!-isoentsyymissä Thr710) voivat fosforyloitua 
(Gao ym. 2001; Cenni ym. 2002). PKC!-isoentsyymin Ser729-aminohappotähteen on 
raportoitu fosforyloituvan heterologisen PDK-1-PKC -kinaasikompleksin vaikutuksesta 
(Parekh ym. 1999). Myöhemmin on kuitenkin havaittu, että PKC!-isoentsyymillä 
hydrofobisen- ja kääntöosan fosforylaatiot tapahtuvat todennäköisesti 
autofosforylaatiomekanismien kautta (Cenni 2002). 
 
C-terminaalisten osien fosforylaatiot johtavat kinaasissa useisiin konformationaalisiin 
muutoksiin, jotka lukitsevat kinaasin termaalisesti stabiilimpaan sekä proteaasi- ja 
fosfataasi resistentimpään muotoon (Newton 2003). C-terminaalisten osien 
fosforylaatiot saavat tämän osan lukittumaan kinaasiosan päälle, jolloin substraatin 
sitoutumiskohta vapautuu ja voi sitoutua pseudosubstraattiin. Pseudosubstraatin 
sitoutuminen substraatin sitoutumiskohtaan muuttaa PKC:t suljettuun konformaatioon. 
Tämän jälkeen PKC-entsyymit irtoavat solukalvosta ja siirtyvät sytosoliin. PKC-
isoentsyymit ovat nyt valmiita katalysoimaan substraatteja, mutta ne ovat inaktiivisia 









Suurin osa solussa olevista konventionaalisista- ja uudentyyppisistä PKC-
isoentsyymeistä on katalyysivalmiissa tilassa ja sijouttuneena solulimaan (Newton 
2003). Nämä isoentsyymit törmäilevät solukalvoon satunnaisesti, mutta eivät sitoudu 
siihen, koska niiden ja solukalvon välille muodostuvat sidokset eivät ole riittävän 
voimakkaita. Solunsisäisen Ca2+-pitoisuuden suurentuminen johtaa Ca2+:n 
sitoutumiseen konventionaalisten isoentsyymien C2-domeeniin. Kalsiumin avulla 
näiden isoentsyymien C2-domeeni voi sitoutua solukalvoon törmättyään siihen (Kuva 
2). Solukalvon ja C2-domeenin interaktio on kuitenkin liian heikko aktivoidakseen 
kinaasin. Vasta solukalvolla olevan DAG:n sitoutuminen kinaasin C1-domeeniin 
vapauttaa pseudosubstraatin irrottamiseen tarvittavan määrän energiaa. 
Pseudosubstraatin irrottua substraatin sitoutumiskohdasta PKC-entsyymin konformaatio 




Kuva 2. PKC-isoentsyymit saavuttavat katalyysivalmiuden PDK-1:sen avulla. Katalyyttisesti aktiivisia 
niistä tulee kuitenkin vasta pseudosubstraatin irrottua substraatin sitoutumiskohdasta Ca2+ ja/tai DAG 
aktivaation seurauksena. PKC:t muodostavat sidoksia solukalvolla olevan fosfatidyyliseriinin (PS:n) 
kanssa (mukaillen Dutil ja Newton 2000). 
 
Uudentyyppisten isoentsyymien C2-domeeni ei sido Ca2+:ia, joten ne eivät kulkeudu 
solukalvolle Ca2+:in ohjaamana (Newton 2003). Tämän vuoksi uudentyyppiset 





isoentsyymit. Uudentyyppiset isoentsyymit voivat aktivoitua DAG:n vaikutuksesta 
solukalvolla vasta törmättyään siihen satunnaisen kulkeutumisen seurauksena. 
Epätyypilliset isoentsyymit eivät reagoi Ca2+:iin eivätkä DAG:iin ja näiden entsyymien 
ainoa keskeinen säätelijä on PDK-1-kinaasi. 
 
2.3.3 Signaloinnin pidentäminen 
 
Aktivoituneet PKC-entsyymit voivat defosforyloitua helposti (Newton 2003). 
Tutkimusten mukaan solukalvoon sitoutuneet PKC-entsyymit defosforyloituvat kaksi 
kertaa herkemmin kuin liukoiset PKC-entsyymit (Dutil ym. 1994). Defosforyloituneet 
PKC-entsyymit hajoavat lopulta proteolyysin kautta.  Konventionaalisten PKC-
isoentsyymien fosforylaatio on konstituuvista, mutta niiden defosforylaatio näyttää 
olevan agonistisen säätelyn alaista (Hansra ym. 1999). Forboliesterit ja ligandit, kuten 
TNF" aikaansaavat PKC-entsyymien inaktivaation ja defosforylaation (Hansra ym. 
1996; Lee ym. 2000). PKC!-isoentsyymin hydrofobinen osa voi myös defosforyloitua 
rapamysiini sensitiivisen fosfataasin vaikutuksesta (England ym. 2001). 
 
Molekulaarinen kaperoni Hsp70 suojaa PKC:tä defosforylaatiolta ja pidentää siten 
signaloinnin elinikää (Gao ja Newton 2002). Kääntöosan defosforylaatio tarjoaa 
spesifisen sitoutumiskohdan Hsp70:lle. Hsp70:n sitoutuminen stabiloi PKC-entsyymiä 
ja mahdollistaa sen refosforylaation ja palautumisen katalyyttisesti aktiiviseksi. Ilman 
Hsp70:ä, defosforyloitunut PKC-entsyymi hajoaa proteolyyttisesti. Kääntöosa on siten 








Insuliini on välttämätön anabolinen hormoni kudosten muodostumiselle ja kasvulle sekä 
koko kehon glukoosi-homeostaasin säätelylle (Pessin ja Saltiel 2000; Zick 2004). 





proteiinien ja glukoosin synteesiin sekä hajotukseen. Insuliini säätelee glukoosi-
homeostaasia muun muassa vähentämällä glukoosin vapautumista maksasta, jossa se 
vähentää glukoneogeneesia ja glykogenolyysiä sekä lisäämällä glukoosin soluunottoa 
ensisijaisesti rasvakudoksessa ja poikkijuovaisessa lihaskudoksessa. Insuliini osallistuu 
myös lipidimetaboliaan lisäämällä lipidien synteesiä maksassa ja rasvasoluissa sekä 
vähentämällä triglyseridien vapautumista rasva- ja lihaskudoksesta. 
 
Haiman Langerhansin saarekkeissa sijaitsevat #-solut erittävät insuliinia verenkiertoon 
(Pessin ja Saltiel 2000; Zick 2004). Ruokailun jälkeen verenkierron glukoosi- ja 
proteiinipitoisuus nousee ja tämä johtaa insuliinin erityksen lisääntymiseen. Insuliinin 
kolme tärkeintä kohdekudosta ovat maksa, rasvakudos ja luustolihakset (Bhattacharya 
ym. 2007). Vain näiden kudosten solut pystyvät varastoimaan glukoosia ja 
insuliinireseptorien (IR-reseptorien) lukumäärä on poikkeuksellisen suuri niiden 
pinnalla. Insuliinin sitoutuminen reseptoriin johtaa tapahtumaketjuun, jonka 
seurauksena Glut4-kuljetinproteiini siirtyy solukalvolle lihas- ja rasvasoluissa (Pessin ja 
Saltiel 2000; Shulman 2000). Tämän jälkeen Glut4-kuljetinproteiini kuljettaa 
verenkierrossa olevaa glukoosia näiden solujen sisään. Insuliiniresistenssi muodostuu 
kun verenkierron normaali insuliinipitoisuus ei pysty suoriutumaan edellä mainituista 




Insuliinin vaikutukset käynnistyvät sen sitoutuessa kohdesolun pinnalla IR-reseptoriin 
(Pessin ja Saltiel 2000; Jiang ja Zhang 2002). IR-reseptori muodostuu kahdesta "-
yksiköstä ja kahdesta #-yksiköstä (Pessin ja Saltiel 2000; Bhattacharya ym. 2007). 
Nämä yksiköt ovat liittyneet toisiinsa disulfidisidoksilla, muodostaen "1"2#1#2-
heterotetrameerisen kompleksin. Insuliini sitoutuu solunulkoiseen "-yksiköihin ja siirtää 
signaalin solukalvon läpi, jolloin #-yksikön solunsisäinen tyrosiinikinaasi aktivoituu. 
Tämän jälkeen reseptorissa tapahtuu useita intramolekulaarisia transfosforylaatioita, 







Aktivoituneen IR-reseptorin fosforyloituneet tyrosiinikinaasiosat toimivat useiden 
seuraavien signalointimolekyylien fosforyloijina (Jiang ja Zhang 2002). Näitä 
signalointimolekyylejä ovat muun muassa growth factor receptor bound protein 2 
(Grb2)-ja sarcoma homologous and collagen protein (Shc)-proteiinit sekä IR-
substraattiproteiinit (IRS-1, 2, 3, ja 4). Nämä signalointimolekyylit voivat puolestaan 
fosforyloida seuraavia signalointikinaaseja, kuten mitogeenin aktivoiman 
proteiinikinaasin (MAPK) ja fosfatidyyli-inositoli 3-kinaasin (PI3K). MAPK-aktivaatio 
on yhteydessä insuliinin mitogeenisiin vaikutuksiin, mutta PI3K aktivaatio on 
olennainen insuliinin metabolisille vaikutuksille, kuten glykogeenisynteesille ja 
glukoosin soluunoton lisäämiselle (Avruch 1998; Shepherd ym. 1998; Czech ja Corvera 
1999). 
 
Aktivoitunut PI3K puolestaan fosforyloi fosfatidyyli-inositolin (PI), fosfatidyyli-
inositoli 4-fosfaatin (PI(4)P) ja fosfatidyyli-inositoli 4,5-bifosfaatin (PI(4,5)P2), jolloin 
muodostuvat PI(3)P, PI(3,4)P2 ja PI(3,4,5)P3 (Jiang ja Zhang 2002). PI(3,4)P2 ja 
PI(3,4,5)P3 ovat lyhytikäisiä fosfolipidejä, joita ei normaalisti ole soluissa, mutta ne 
muodostuvat nopeasti PI3K aktivaation seurauksena (Vanhaesebroeck ym. 1997). 
PI(3,4)P2 ja PI(3,4,5)P3 saavat aikaan PDK-1-kinaasin ja proteiinikinaasi B:n 
(Akt/PKB:n) translokaation sytoplasmasta solukalvolle sitoutumalla kinaasien 
pleckstrin homologia (PH)-osiin. Siirtyminen solukalvolle ja sitoutuminen lipideihin 
johtaa Akt/PKB-kinaasin konformationaalisiin muutoksiin. Tämän jälkeen PDK-1-
kinaasi fosforyloi Akt/PKB-kinaasin aktivaatiosilmukan Thr308 ja Ser473-osat ja 
Akt/PKB-kinaasi aktivoituu (Avruch 1998; Czech ja Corvera 1999). 
 
Aktivoituneen Akt/PKB:n rooli on merkittävä, koska se yhdistää Glut4-
kuljetinproteiinin insuliinin signaalinsiirtoketjuun (Bhattacharya ym. 2007). Glut4-
kuljetinproteiini on normaalisti varastoituneena solunsisäisissä osissa, muun muassa 
sille spesifisissä vesikkeleissä, mutta Akt/PKB-aktivaation seurauksena se siirtyy 
solukalvolle kuljettamaan glukoosia soluun (Pessin ym. 1999). Glut4-kuljetinproteiinin 
aktivaatio on siis välttämätöntä insuliinin signaloinnin lopullisen tarkoituksen, eli 






Akt/PKB-kinaasin tiedetään fosforyloivan ja säätelevän myös monien toisiolähettien 
toimintaa erilaisissa solutason signalointiketjuissa (Jiang ja Zhang 2002). Akt/PKB-
kinaasi osallistuu muun muassa PKC-isoentsyymien ja glykogeeni synteesi kinaasi 3:n 
(GSK3:n) toiminnan säätelyyn (Tanti ym. 1997; Shepherd ym. 1998; Ueki ym. 1998; 
Czech ja Corvera 1999). Näiden toisiolähettien toiminnan tiedetään olevan olennaista 
insuliinin metabolisille vaikutuksille. Normaalitilanteessa insuliinin sitoutuminen IR-
reseptoriin johtaa PI3K- ja Akt/PKB-kinaasien aktivaatioon. Monessa tutkimuksessa on 
havaittu, että insuliinin stimuloimassa PI3K- ja Akt/PKB-kinaasien aktivaatiossa 
tapahtuvat häiriöt ovat yhteydessä tyypin 2 diabetekseen ja insuliiniresistenssin 
muodostumiseen ihmisillä ja eläimillä (Bjornholm ym. 1997; Krook ym. 1998; Nawano 
ym. 1999; Cusi ym. 2000).  
 
Käytössä olevat tyypin 2 diabeteksen terapeuttiset valmisteet tehostavat insuliinin 
signalointia suoralla tai epäsuoralla tavalla (Zhang ja Moller 2000; Jiang ja Zhang 
2002). Verenkierrossa olevan insuliinin määrää voidaan lisätä annostelemalla 
eksogeenistä insuliinia tai tehostamalla endogeenisen insuliinin vapautumista (esim. 
sulfonyyliureoiden avulla). Jotkut käytössä olevat lääkeaineet lisäävät insuliinin 
herkkyyttä in vivo. On osoitettu, että tiatsolidiinidionin insuliinille herkistävä vaikutus 
välittyy ainakin osittain PI3K- ja Akt/PKB-kinaasien aktivaation kautta (Jiang ja Zhang 
2002). 
 
Saatavilla olevan tutkimustiedon mukaan insuliiniresistenssiä voitaisiin mahdollisesti 
hoitaa vaikuttamalla PI3K-kinaasin toimintaan (Jiang ja Zhang 2002). Lääkevaikutus 
voitaisiin kohdentaa suoraan PI3K-kinaasiin tai sen toimintaa sääteleviin 
toisiolähetteihin. Näitä toisiolähettejä ovat muun muassa inositoli 5-fosfataasin sisältävä 
Src homologin domeeni 2 (SHIP2), fosfataasi ja tensiini homologi (PTEN), I+B kinaasi 










4.1 Vapaiden rasvahappojen vaikutus 
 
Libidimetabolian häiriöt ovat yleisiä tyypin 2 diabetesta sairastavilla potilailla ja 
ylipainon katsotaan olevan tämän sairauden suurin yksittäinen riskitekijä (Moller 2001). 
Ravinnon liian suuri rasvapitoisuus johtaa vapaiden rasvahappojen pitoisuuden nousuun 
verenkierrossa (Bhattacharya ym. 2007). Liiallinen veren vapaiden rasva-happojen 
määrä johtaa niiden varastoitumiseen rasvakudoksen ulkopuolelle ja erityisesti 
luustolihassoluihin (Boden 1997; Boden ym. 2001; Kuhlmann ym. 2003). Tämä 
vaikuttaa insuliinin tehon heikkenemiseen ja siten insuliiniresistenssiin ja tyypin 2 
diabeteksen syntyyn (Boden 1997; Machann ym. 2004; Ragheb ym. 2009). 
Verenkierron vapaiden rasvahappojen suurentuneen pitoisuuden on todettu johtavan 
insuliinin stimuloiman glukoosin soluunoton heikkenemiseen, kun taas 
lipidipitoisuuden pienentyminen parantaa insuliinin tehoa luustolihas-, rasva- ja 
maksasoluissa (Moller 2001; Kuhlmann ym. 2003; Ragheb ym. 2009). 
 
Vapaiden rasvahappojen on todettu vaikuttavan suoraan insuliinireseptorin toimintaan, 
ja siten välillisesti insuliiniresistenssiin (Bhattacharya ym. 2007). Vapaiden 
rasvahappojen aikaansaama insuliiniresistenssi voi olla seurausta IR-reseptorin geeni-
ilmentymisessä, ligandien sitoutumisessa, kinaasidomeenien fosforylaatiossa tai 
reseptorin tyrosiinikinaasien aktiivisuudessa tapahtuvista muutoksista (Pessin ja Saltiel 
2000; Boden ja Shulman 2002). Insuliiniresistenssi voi olla seurausta myös monen 
osatekijän muutoksesta.   
 
IR-poistogeenisillä hiirillä tehdyissä tutkimuksissa on havaittu, että homotsygootit hiiret 
menehtyvät pian syntymän jälkeen täydelliseen insuliiniresistenssiin (Accili ym. 1996). 
IRS-1 on tärkeä proteiini insuliinin signaloinnissa ja IRS-1–geenin häiriö johtaa lievään 
insuliiniresistenssiin (Tamemoto ym. 1994). IRS-1 homotsygootit ”null”-hiiret (IRS-1-/-
) eivät ole selvästi diabeettisia. Tämä johtuu todennäköisesti haiman #-solujen 
kompensatorisesta insuliinin erityksen lisääntymisestä. Kaksoisheterotsygooteille 





1997). IRS-2 geenin homotsygoottinen poistogeenisyys puolestaan johtaa insuliinin 
erityksen häiriöön ja perifeeriseen insuliiniresistenssiin ja diabetekseen (Withers ym. 
1998). Tämä on todennäköisesti seurausta haiman #-soluissa tapahtuvista muutoksista, 
sillä IRS-2 ei ole olennainen insuliinin stimuloimalle glukoosin soluunotolle (Higaki 
ym. 1999). 
 
Vapaat rasvahapot vaikuttavat myös insuliinin signaalinsiirtoketjun molekyylien 
toimintaan (Yu ym. 2002). Normaalioloissa insuliini stimuloi IRS-1-kinaasin 
tyrosiiniosien fosforylaatiota. Vapaat rasvahapot lisäävät IRS-1-kinaasin seriiniosien 
fosforylaatiota, jolloin tyrosiiniosien fosforyloituminen estyy. IRS-1-kinaasin 
tyrosiiniosien fosforylaation estyminen puolestaan johtaa sitä seuraavien 
signaalinsiirtoketjun molekyylien toiminnan vähentymiseen. IRS-1:seen kohdistuvien 
vaikutusten lisäksi, vapaat rasvahapot voivat muuttaa myös muiden insuliinin 
signalointimolekyylien toimintaa (Bhattacharya ym. 2007). Tyydyttyneiden 
rasvahappojen on todettu estävän Akt/PKB-kinaasin aktivoitumisen insuliinin 
vaikutuksesta (Chavez ym. 2003). Samanaikaisesti voitiin havaita DAG:n ja keramidien 
pitoisuuden suurentuminen viljellyissä lihassoluissa, mutta vain keramidien pitoisuuden 
nousun todettiin olevan merkityksellinen Akt/PKB-kinaasin toiminnan estolle.  
 
4.2 PKC isoentsyymien rooli 
 
PKC-isoentsyymeillä on regulatorinen rooli insuliinin signaloinnissa (Zick 2001; 
Bhattacharya ym. 2007). Tiettyjen isoentsyymien ekspressiotason ja aktiivisuuden on 
todettu olevan yhteydessä insuliiniresistenssin muodostumiseen. Rotilla ja ihmisillä 
tehdyissä tutkimuksissa on havaittu, että lipidi-infuusio heikentää insuliinin stimuloimaa 
glukoosin soluunottoa lihassoluissa (Griffin ym. 1999; Boden ja Shulman 2002; Yu ym. 
2002). Tämän on puolestaan todettu olevan yhteydessä tiettyjen PKC-isoentsyymien 
aktivaatioon (Griffin ym. 1999; Yu ym. 2002). 
 
Insuliinistimulaatio johtaa epätyypillisiin PKC-isoentsyymeihin kuuluvien PKC(- ja 
PKC*-isoentsyymien aktivaatioon PI3K-kinaasin vaikutuksesta, mikä edistää 





Braiman ym. 1999; Bandyopadhyay ym. 2000; Beeson ym. 2003). PI3K-kinaasi voi 
aktivoida epätyypillisiä PKC-isoentsyymejä PDK-1-kinaasin avulla tai siitä 
riippumattomalla tavalla. Aktivoitunut PKC(-isoentsyymi fosforyloi Glut4-
kuljetinproteiiniin liittyneen solukalvon vesikkeliproteiinin (vesicle-associated 
membrane protein 2, VAMP2), minkä jälkeen Glut4-kuljetinproteiini kulkeutuu 
solukalvolle (Braiman ym. 2001a). 
 
Useassa tutkimuksessa on myös osoitettu yhteys vapaiden rasvahappojen aikaansaaman 
insuliiniresistenssin ja uudentyyppisten sekä konventionaalisten PKC-isoentsyymien 
toiminnan välillä (Itani ym. 2002; Yu ym. 2002; Ragheb ym. 2009). Konventionaalisten 
ja uudentyyppisten isoentsyymien on havaittu estävän insuliini signalointia 
vaikuttamalla signaalinsiirtoketjun PI3K-kinaasia edeltäviin toisiolähetteihin, jolloin 
PI3K-kinaasin aktivaatio vähenee (Jiang ja Zhang 2002). 
 
Insuliini aktivoi IR-reseptorin toimintaa fosforyloimalla sen tyrosiiniosia. PKC:den on 
havaittu fosforyloivan IR-reseptorin seriiniosia, jolloin tyrosiiniosien fosforylaatio estyy 
in vitro (Jiang ja Zhang 2002). Koska IR:n tyrosiiniosien fosforylaatio on edellytys 
insuliinin signaalin välittymiselle, seriiniosien fosforylaatiosta seuraava tyrosiiniosien 
fosforylaation estyminen vähentää insuliinin signaloinnin tehokkuutta (Starck ym 
1997). Korkeasta glukoosi- tai forboliesteripitoisuudesta aiheutuvan usean PKC-
isoentsyymin aktivaation on todettu olevan yhteydessä IR-reseptorin tyrosiinikinaasin 
aktiivisuuden inhibitioon. 
 
IR-reseptorin seriiniosien fosforylaation lisäksi, PKC isoentsyymien on osoitettu 
estävän insuliinin signalointia edistämällä IRS-proteiinien, erityisesti IRS-1-proteiinin, 
seriiniosien fosforylaatiota (Jiang ja Zhang 2002). IRS-1-proteiinin seriiniosien 
fosforylaation on osoitettu liittyvän insuliiniresistenssiin useissa solulinjoissa. 
Seriiniosien fosforylaatio vähentää IRS-1:n tyrosiiniosien fosforylaatiota ja sen kykyä 
vaikuttaa IR-reseptoriin sekä sitoutua PI3K-kinaasiin. PKC%-isoentsyymi voi suoraan 
fosforyloida IRS-1-proteiinin ja muuttaa siten IR-reseptorin kykyä fosforyloida IRS-1-





aktivaation lisääntyminen on myös yhteydessä insuliinin aikaansaaman IRS-1-proteiinin 
tyrosiiniosien fosforylaation vähentymiseen (Griffin ym. 1999).  
 
4.3 PKC!-isoentsyymi ja IR-reseptorin geeni-ilmentyminen 
 
IR-reseptorin toiminta on keskeisessä asemassa vapaiden rasvahappojen 
aikaansaamassa insuliiniresistenssissä (Bhattacharya ym. 2007). IR-reseptorin toimintaa 
ohjaavat monet solutason molekyylit. Useissa tutkimuksissa on havaittu, että 
uudentyyppisiin isoentsyymeihin kuuluvat PKC%, PKC& ja PKC! ovat osallisena 
vapaiden rasvahappojen aikaansaamaan insuliiniresistenssiin, johon liittyy IR-reseptorin 
toiminnan heikkeneminen (Griffin ym. 1999; Itani ym. 2002; Greene ym 2004). 
Viimeaikaisissa tutkimuksissa erityisesti PKC!-isoentsyymin on todettu liittyvän 
vahvasti insuliiniresistenssiin (Dey ym. 2005; Dey ym. 2007). PKC!-isoentsyymi on 
yliekspressoitunut ja sen aktiivisuus on selvästi suurentunut diabeettisten ihmisten ja 
eläinten luustolihassoluissa. Tämän on todettu johtavan IR-reseptorien lukumäärän 
pienentymiseen solujen pinnalla ja Akt/PKB-kinaasin aktivisuuden heikentymiseen. 
 
PDK-1-kinaasi fosforyloi Akt/PKB-kinaasin, joka puolestaan aktivoi Glut4-
kuljetinproteiinin, joka siirtyy solukalvolle kuljettaakseen glukoosia soluun (Newton 
2003a). PDK-1-kinaasi voi fosforyloida myös kaikkia PKC-isoentsyymejä (Toker ja 
Newton 2000). Rotan rasva- ja luustolihassoluilla tehdyissä tutkimuksissa havaittiin, 
että vapaat rasvahapot, kuten palmitaatti, estävät insuliinin stimuloimaa PDK-1-kinaasin 
fosforylaatiota (Bhattacharya ym. 2007). PKC!-isoentsyymin fosforylaatio riippuu 
yleensä PDK-1-kinaasista. Rasva- ja luustolihassolujen inkubaatio vapailla 
rasvahapoilla johti PDK-1-kinaasin fosforylaation estoon, mutta yllättäen PKC!-
isoentsyymin fosforylaation lisääntymiseen. Tämä antoi viitteitä siitä, että PKC!-
isoentsyymi voi fosforyloitua myös PDK-1-kinaasista riippumattomalla tavalla. 
Vapaiden rasvahappojen aikaansaama PDK-1-kinaasin fosforylaation esto heijastui 







Vapaat rasvahapot aikaansaavat PKC!-isoentsyymin fosforyloitumisen PDK-1:stä 
riippumattomalla tavalla (Dey ym. 2006). On osoitettu, että HEPG2 solujen inkubaatio 
myristiinihapolla johtaa PKC!-isoentsyymin myristylaatioon ja kinaasiosan Thr566- ja 
Ser729-osien fosforylaatioon, mikä on olennaista kinaasin aktiivisuuden kannalta (Cenni 
ym. 2002). Tämä PKC!-isoentsyymin fosforylaatio oli täysin PDK-1-kinaasista 
riippumatonta, minkä tutkijat osoittivat käyttämällä PDK-1-poistogeenisiä soluja. Myös 
palmitaatti voi mahdollisesti aikaansaada PKC!-isoentsyymin palmitylaation, joka 
johtaa PKC!-isoentsyymin fosforylaatioon (Dey ym. 2006). 
 
PKC!-isoentsyymin aktivaation lisääntymisen on havaittu johtavan samanaikaiseen IR-
reseptorin geeni-ilmentymisen heikkenemiseen (Bhattacharya 2007). Palmitaatti 
vähentää IR-reseptorin mRNA:ta ajan suhteessa. Palmitaatin on todettu saavan aikaan 
PKC!-isoentsyymin aktivaation lisääntymisen solukalvolla kahdessa tunnissa. Kuuden 
tunnin kuluttua annostelusta suurin osa fosforyloituneesta PKC!-isoentsyymistä on 
kulkeutunut tumaan. Tämän on todettu liittyvän PKC!-isoentsyymin kykyyn vaikuttaa 
IR-reseptorin geeni-ilmentymisen inhibitioon. IR-reseptorin geeni-ilmentymisessä 
voitiin havaita selvä vähentyminen kuuden tunnin kuluttua palmitaatin annostelusta 
(Dey ym. 2005). Näin ollen PKC!-isoentsyymin kulkeutuminen tumaan ja IR-reseptorin 
geeni-ilmentymisen inhibitio ovat ajallisesti yhteydessä toisiinsa.   
 
4.4 IR-reseptorin geenitranskription inhibitio 
 
IR-reseptorien lukumäärä on suuri insuliinin tärkeimpien kohdesolujen pinnalla 
(Bhattacharya ym. 2007). IR-reseptorien lukumäärässä ja toiminnassa tapahtuvat 
muutokset johtavat luonnollisesti muutoksiin insuliinin signaloinnissa. HMGA1 (high 
mobility group protein A1) on keskeisessä asemassa IR-reseptorin geenitranskription 
säätelyssä (Brunetti ym. 2001). On osoitettu, että HMGA1:sen inhibitio soluissa, jotka 
normaalisti ilmentävät IR-reseptoria runsaslukuisesti, vähentää merkittävästi IR-
reseptorien lukumäärää solun pinnalla. Soluissa, jotka ilmentävät IR-reseptoria 
vähäisissä määrin, transfektoitu HMGA1 saa aikaa IR-reseptorien yliekspression ja 






HMGA1 säätelee monen geenin transkriptionaalista toimintaa muuttamalla 
deoksiribonukleiinihapon (DNA:n) konformaatiota, jolloin transkriptiotekijät pääsevät 
transkription aloituskohtaan (Foti ym. 2003). HMGA1 indusoi IR-reseptorin geenin 
transkriptionaalista aktivaatiota mahdollistamalla SP1- ja cEBP#-transkriptiotekijöiden 
pääsyn promoottorialueelle. IR-geenin promoottoriosan mutaation seurauksena, 
HMGA1:n sitoutuminen siihen estyy. Tällöin SP1:n ja cEBP#:n eivät pääse 
promoottoriosalle jolloin sen aktivaatio estyy. Geneettisestä virheestä johtuva 
HMGA1:sen puutos aiheuttaa insuliiniresistenssiä ja diabetesta ihmisillä ja hiirillä (Foti 
ym. 2005) 
  
Vapaiden rasvahappojen aikaansaaman IR-geenin toiminnan estymisen on todettu 
liittyvän PDK-1-kinaasista riippumattomaan PKC!-isoentsyymin fosforylaatioon 
insuliinin tärkeimmissä kohdesoluissa (Kuva 3) (Bhattacharya 2007). Fosforyloitunut 
PKC!-isoentsyymi siirtyy tumaan, jossa se saa aikaan IR-reseptorin geeni-ilmentymisen 
inhibition. On mahdollista, että aktivoituneet PKC!-isoentsyymit fosforyloivat 
HMGA1:sen, jolloin sen mobilisaatio IR-geenin promoottorialueelle estyy. HMGA1:n 
fosforylaatio vähentää sen kykyä sitoutua DNA:han (Reeves ja Beckerbauer 2001). 
 
Normaaliolosuhteissa HMGA1 reagoi ensisijaisesti negatiivisesti varautuneen DNA:n 
kanssa (Harrer ym. 2004). Fosforyloituneella HMGA1:llä on ylimääräinen negatiivinen 
varaus, jonka vuoksi se reagoi ensisijaisesti positiivisesti varautuneiden histonien 
kanssa. PKC!-isoentsyymin aikaansaama HMGA1-proteiinien fosforylaatio voi olla 
ratkaisevassa asemassa IR-reseptorien geeni-ilmentymisen säätelyssä. HMGA1:n 
fosforylaatio voi johtaa sen sitoutumiseen DNA:n ulkopuolelle, jolloin sen 
kulkeutuminen IR-geenin promoottoriosalle estyy. Näin ollen transkriptiotekijät eivät 







Kuva 3. Liiallinen ravinnon vapaiden rasvahappojen (FFA) määrä aikaansaa PKC!:n fosforylaation, 





Proteiinikinaasi C (PKC) -entsyymit kuuluvat seriini/treoniinikinaasien suurperheeseen, 
joilla on keskeinen rooli useissa solutason tapahtumissa. PKC isoentsyymiperhe on 
jaettu kolmeen ryhmään säätelyosan rakenteen perusteella. Nämä ryhmät ovat 
konventionaaliset isoentsyymit (", #I, #II, $), nPKC-isoentsyymit (%, !, &, '/L) ja 
epätyypillistä isoentyymit ((, )/*) (Newton 2003). 
 
Tyypin 2 diabetesta sairastavat potilaat kärsivät monesti hyperglykemiasta ja 
hyperlipidemiasta, joiden on osoitettu lisäävän DAG:n pitoisuutta luustolihassoluissa 
(Boden ym. 2001; Jiang ja Zhang 2002). Kuten aiemmin on todettu, DAG toimii 
konventionaalisten ja uudentyyppinenen PKC:den, aktivaattorina (Jiang ja Zhang 2002). 
DAG:n pitoisuuden nousun seurauksena myös DAG:iin reagoivien PKC-isoentsyymien 
aktiviisuuden on havaittu lisääntyneen diabeettisten ihmisten ja eläinten kudoksissa. 
Tämän vuoksi PKC-isoentsyymit voivat vaikuttaa negatiivisesti insuliinin signalointiin 
ja tiettyjen PKC-isoentsyymien inhibitio voisi parantaa insuliiniherkkyyttä (Jiang ja 






Monen eri PKC-isoentsyymin on todettu vaikuttavan insuliinin signalointiin ja 
vaikutusten on havaittu olevan osittain päinvastaisia (Jiang ja Zhang 2002; Bhattacharya 
2007). Tämän vuoksi on ollut keskeistä selvittää, minkä isoentsyymin toiminta 
vaikuttaa insuliinin signalointiin negatiivisella tavalla missäkin kudoksessa, jotta 
inhibitorinen vaikutus voidaan kohdentaa tätä tiettyä isoentsyymiä kohtaan. Useissa 
tutkimuksissa on havaittu, että uudentyyppisiin isoentsyymeihin kuuluvat PKC%, PKC& 
ja PKC! ovat osallisena vapaiden rasvahappojen aikaansaamaan insuliiniresistenssiin 
(Griffin ym. 1999; Itani ym. 2002; Greene ym 2004). Viimeaikaisissa tutkimuksissa 
erityisesti PKC!-isoentsyymin on todettu liittyvän vahvasti insuliiniresistenssiin (Dey 
ym. 2005; Dey ym. 2007). On osoitettu, että vapaiden rasvahappojen aikaansaama 
insuliiniresistenssi on yhteydessä IR-reseptorin geeni-ilmentymisen vähentymiseen, 
jolloin solukalvon IR-reseptorien lukumäärä pienenee (Dey ym. 2005; Bhattacharya ym. 
2007). 
 
Tämän vuoksi PKC!-isoentsyymi voisi toimia potentiaalisena lääkevaikutuksen 
kohteena tyypin 2 diabeteksen hoidossa. Monella seriini/treoniinikinaasilla on paljon 
yhteisiä piirteitä, ja varsinkin samaan isoentsyymiperheeseen kuuluvat kinaasit ovat 
hyvin toistensa kaltaisia. Jotta lääkevaikutus voitaisiin kohdentaa PKC!-isoentsyymiin, 












1.1 Proteiinikinaasi C epsilon 
 
Proteiinikinaasi C (PKC) -entsyymit kuuluvat seriini/treoniinikinaasien suurperheeseen 
(Newton 2003). Näillä kinaaseilla on keskeinen rooli useissa solutason tapahtumissa. 
PKC-entsyymit muodostuvat yhdestä polypeptidiketjusta, jossa on karboksyyliryhmään 
päättyvä kinaasiosa (noin 45 kDa) ja sen toimintaa allosteerisesti säätelevä 
aminoryhmään päättyvä säätelyosa (20-70 kDa) (Newton 2003). Kinaasiosa sisältää 
ATP:n ja substraatin sitoutumiskohdan. Säätelyosan tärkeimmät tehtävät ovat kinaasin 
sijainnin ohjaaminen ja toiminnan säätely autoinhibitorisena osana. Säätelyosa toimii 
aktiivisen kohdan steerisenä esteenä ja estää siten kinaasin aktivoitumista. Endogeeniset 
PKC-aktivaattorit diasyyliglyseroli (DAG) ja Ca2+ aktivoivat kinaasin sitoutumalla 
säätelyosaan. Myös radioligandisitoutumiskokeissa käytettävät fosfatidyyliseriini (PS) 
ja tritiumilla leimattu forboli (3H-PDBu) sitoutuvat säätelyosaan. 
 
PKC:t muodostavat isoentsyymien perheen, joka on jaettu kolmeen alaryhmään 
säätelyosan domeenikoostumuksen mukaisesti (Kuva 1) (Newton 2003). Nämä 
alaryhmät ovat konventionaaliset, uudentyyppiset ja epätyypilliset PKC:t. Nisäkkäiltä 
on löydetty kymmenen erilaista PKC:tä: neljä konventionaalista (", #I, #II, $), neljä 
uudentyyppistä (%, !, &, '/L) ja kaksi epätyypillistä ((, )/*) PKC-isoentsyymiä. 
Insuliiniresistenssin on todettu liittyvän erityisesti uudentyyppisten PKC-isoentsyymien 
alaryhmään kuuluvaan PKC!-isoentsyymiin, jonka vuoksi tässä erikoistyössä 







Kuva 1. Kolmen PKC alaryhmän domeenikoostumus. Kaikilla PKC-isoentsyymeillä on kinaasiydin. 
Kaikilla isoentsyymeillä on autoinhibitorinen pseudosubstraattiosa, mutta säätelyosat eroavat muuten 
toisistaan. Konventionaalisilla ja uudentyyppisillä PKC-isoentsyymeillä on C1-domeenit ja C2-domeeni. 
Epätyypillisillä PKC-isoentsyymeillä on yksi C1-domeeni, mutta ei C2-domeenia (mukaillen Newton 
1998). 
 
Konventionaalisilla isoentsyymeillä on toiminnalliset C1- ja C2-domeeniit, ne reagoivat 
Ca2+:iin ja DAG:iin (Newton 2003). Uudentyyppisten isoentsyymien C2-domeeni ei 
sido ligandeja, mutta niillä on kaksi toiminnallista C1-domeeniia ja näiden 
isoentsyymien aktivaattorina toimii DAG. Epätyypillisillä isoentsyymeillä on vain yksi 
C1-domeeni, joka ei sido ligandeja. Nämä PKC:t eivät reagoi Ca2+:iin eivätkä DAG:iin. 
 
PKC isoentsyymien toimintaa säätelee kolme toisistaan riippuvaista mekanismia 
(Newton 2003). Fosforylaatio johdattaa entsyymin katalyysivalmiuteen ja toisiolähetit 
säätelevät entsyymin toimintaa allosteerisesti. Fosforylaatio käsittelee PKC-enstyymit, 
jonka jälkeen ne ovat valmiita reagoimaan omiin toisiolähetteihinsä. Toisiolähettien 
sitoutuminen saa aikaan pseudosubstraatin irtoamisen substraatin sitoutumiskohdasta, 
jolloin substraatin sitoutuminen ja fosforylaatio mahdollistuvat. Kolmas PKC-
entsyymien toiminnan säätelymekanismi on signalointieliniän pidentäminen kaperoni 
Hsp70:n avulla. 
 
On osoitettu, että vapaiden rasvahappojen aikaansaama IR-reseptorin geeni-
ilmentymisen vähentyminen liittyy PKC!-isoentsyymin aktiivisuuteen insuliinin 
tärkeimmissä kohdesoluissa (Bhattacharya ym. 2007). Transkriptiotekijä-HMGA1 
säätelee IR-reseptorin geenin promoottoriosaa. Fosforylaation on todettu vaikuttavan 
HMGA1:n kykyyn sitoutua DNA:han. On osoitettu, että PKC!-isoentsyymi fosforyloi 





toiminnan eston on havaittu vähentävän IR-reseptorien määrää soluissa, jotka 




VHH:t (Nanobody®) ovat laamoista eristettyjen vasta-aineiden raskaan ketjun 
vaihtelevia osia (Harmsen ja Haard 2007). Tavallisten vasta-aineiden lisäksi nämä ja 
muut Camelidae sukuun kuuluvat eläimet muodostavat vasta-aineita, joissa on vain 
kaksi raskasta ketjua eikä ollenkaan kevyitä ketjuja (Kuva 2). Nämä raskaista ketjuista 
muodostuvat vasta-aineet pystyvät sitomaan antigeenin vain yhden vaihtelevan osansa 
avulla (Muyldermans 2001). Tavallisiin vasta-aineisiin verrattuna VHH:t ovat pieniä 
(noin 15 kDa) ja niitä pystytään helposti kasvattamaan mikro-organismeissa, kuten 
Escherichia coli -bakteeriviljemissä. Muihin vasta-aineesiin verrattuna VHH:t ovat 
lisäksi stabiileja ja hyvin liukoisia, joten ne saattavat soveltua muita vasta-aineita 
paremmin lääkinnälliseen käyttöön. 
 
Kuva 2. Tavalliset vasta-aineet muodostuvat kahdesta raskaasta ja kevyestä ketjusta. Laamat muodostavat 
lisäksi myös vasta-aineita, jotka koostuvat vain raskaista ketjuista. VHH-vasta-aineet/Nanobody® 
muodostuvat vain yhdestä raskaanketjun vaihtelevasta osasta ja ne ovat luonnollisesti ilmennettyjen 
yksiketjuisten vasta-aineiden pienimpiä toiminnallisia osia (mukaillen www.ablynx.com). 
 
VHH:den käyttömahdollisuuksia tutkitaan monissa sairauksissa, kuten kasvainten 





Tällä hetkellä kaksi VHH:hin liittyvää tutkimusta on edennyt faasi-II:n tutkimuksiin, 
toinen näistä tutkimuksista liittyy kardiovaskulaarisairauksien hoitoon ja toinen 
immunologisten sairauksien hoitoon (www.ablynx.com). Kinaasiaktiivisuuskokeissa on 
havaittu, että spesifisesti PKC!-isoentsyymiä vastaan muodostetut VHH-vasta-aineet 
voivat joko lisätä tai vähentää PKC!-isoentsyymin aktiivisuutta (Paalanen ym. 2011). 
Tämän vuoksi VHH-vasta-aineita voidaan mahdollisesti käyttää myös tyypin 2 
diabeteksen hoidossa. 
 
Tässä erikoistyössä käytetyt VHH:t oli tuotettu PKC!-isoentsyymillä immunisoitujen 
laamojen vasta-aineista ja niitä kasvatettiin Escherichia coli -bakteerisoluissa. 
Selektiokokeiden avulla laajasta vasta-aineiden valikoimasta erotettiin spesifisesti 
PKC!-isoentsyymiin sitoutuvat VHH:t. Tähän tutkimuksiin valittujen VHH:den oli 
havaittu sitoutuvan voimakkaasti PKC!-isoentsyymiin faagi-ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay)-kokeissa (Engvall ja Perlmann 1971). Lisäksi tutkittiin yhteensä 
368:n VHH:n, joiden sitoutumisesta PKC!-isoentsyymiin ei ollut aiempaa tietoa, 
sitoutumista C1-domeeniin. 
 
1.3 Tutkimuksen tavoitteet 
 
Tämä erikoistyö on osa VHH-vasta-aineisiin liittyvää tutkimusta, jonka tarkoituksena 
on karakterisoida VHH-vasta-aineita ja selvittää niiden vaikutuksia proteiinikinaasi 
C:hen. VHH:hin liittyvän tutkimuksen tarkoituksena on selvittää niiden 
käyttömahdollisuuksia muun muassa tyypin 2 diabeteksen hoidossa. Tämän erikoistyön 
tarkoituksena oli tutkia mihin PKC!-isoentsyymin toiminnallisiin domeeneihin VHH-
vasta-aineet sitoutuvat. PKC!-isoentsyymistä on kloonattu pienempiä toiminallisia osia 
PCR (polymerase chain reaction)-menetelmällä siten, että C2 on domeeni 1, C1 on 
domeeni 2 ja kinaasiosa on domeeni 3. Lisäksi tutkittiin VHH:den sitoutumista koko 
PKC!-isoentsyymiin (full length, FL). PKC!-isoentsyymin FL-proteiinia ja muita 
domeeneja tuotettiin Sf9-hyönteissoluissa. VHH:den sitoutumiskohdan selvittämisen 
avulla voidaan päätellä sitoutuvatko VHH:t samoihin kohtiin endogeenisten PKC-
aktivaattoreiden kanssa. Sitoutumiskohdan selvittämisen jälkeen myös aktivaation ja 





selvittämisestä on apua muiden tutkimustulosten tulkinnassa ja uusien tutkimusten 
suunnittelussa. 
 
Aluksi tässä erikoistyössä oli tarkoituksena tutkia mihin proteiinikinaasi C epsilonin 
toiminnallisiin domeeneihin 36 erilaista VHH-vasta-ainetta sitoutuu. Näiden VHH:den 
oli havaittu sitoutuvan voimakkaasti PKC!-isoentsyymiin faagi-ELISA-kokeissa. 
Sitoutumista tutkittiin Western blottauksen ja immunopresipitaation avulla. Tutkimusta 
laajennettiin lopulta niin, että radioligandisitoutumiskokeissa tutkittiin neljällä 96-
kuoppalevyllä olevien (master plate 1, 2, 3 ja 4; yhteensä 368 VHH:ta) VHH:den 




2 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
2.1 Aineet, liuokset ja reagenssit 
 
Liuokset 
- Ajopuskuri (25 mM Tris, 192 mM glysiini, 10 % SDS; pH 8,5) 
- Binding mix (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 ,M CaCl2; 25 mM MgCl2; 1 mg/ml 
$-globuliini) 
- Blottauspuskuri  
- BCATM proteiinien tutkimusmenetelmä, Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL,  
- Bradfordin reagentti, Sigma® St. Louis, Missouri, Yhdysvallat 
- Coomassie sini, Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, Yhdysvallat 
- Coomassie sini värinpoisto 
- LB-elatusneste, Biotekniikan instituutti, Helsingin yliopisto 
- LSB (Laemmlin näytepuskuri: 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 2 % SDS; 2,5 % #-
merkaptoetanoli; 10 % glyseroli; 0,01% Bromofenoli sini) 
- Lyysispuskuri (25 mM Tris HCl, pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 0,1 % Triton X-100, 
proteaasi-inhibiittori 100 ,l/ 2,5ml) 
- Fosfaattipuskuroitu keittosuolaliuos (PBS), (137 mM NaCl; 2,7  mM KCl; 10 





- Pesupuskuri (20 mM 25 mM Tris HCl, pH 7,5; 100 ,M CaCl2; 5mM MgCl2) 
- Fosfatidyyliseriini (PS) 
- SuperSignal® West Pico kemiluminesenssisubstraatti, Thermo Scientific Pierce, 
Rockford, Illinois, Yhdysvallat 
- TBS (Tris-puskuroitu suolaliuos, TBS: 20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,5) -
Tween 0,1 % (TBST) 
- TBST (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,5, Tween 0,1 %) 
- OptiPhase Super Mix, Wallac Oy, Loughborough Leics, Englanti 
- Vesi 
- [20(n)-3H]Phorbol-12,13,dibutyrate, Amersham, GE Healthcare, Englanti 
 
Vasta-aineet 
- Vuohi anti-hiiri-IgG-HRP (GAMPO), Santa Cruz Biotechnology, Kalifornia, 
Yhdysvallat 
- Vuohi anti-kani-IgG(H-L)-HRP Gonjugate (GARPO), Bio-Rad, Kalifornia, 
Yhdysvallat 
- Kanin polyklonaalinen Myc-tag-vasta-aine, Abcam, Cambridge, Englanti 
- Hiiren monoklonaalinen (klooni 9E10) Myc-tag-vasta-aine, Abcam, Cambridge, 
Englanti 
- Tetra-HisTM vasta-aine, BSA vapaa, Qiagen GmbH, Venlo, Hollanti 
- Puhdistettu hiiren anti-PKC!, BD Transduction LaboratoriesTM, Franklin Lakes, 
New Jersey, Yhdysvallat 
 
Muut 
- Albumiini, nauta, Sigma®, St. Louis, Yhdysvallat 
- Erottamisgeeli (kolmeen geeliin: 4,7 ml H2O; 4,9 ml 40 % akryyliamidiseos; 3,2 
ml 1,5 M Tris pH 8,8; 130 ,l 10 % SDS, 30 ,l 20 % APS; 5 ,l TEMED) 
- Imidatsoli, Fluka Chemica, Buchs, Sveitsi 
- IPTG, Thermo Scientific, Rockford, Illinois, Yhdysvallat 
- Konsentrointigeeli (kolmeen geeliin: 2,9 ml H2O; 0,5 ml 40 % akryyliamidiseos; 
0,5 ml 1 M Tris pH 6,8; 40 ,l 10 % SDS, 20 ,l 20 % APS; 4 ,l TEMED) 





- Precision Plus ProteinTM KaleidoscopeTM proteiinistandardit, Bio-Rad, Hercules, 
Kalifornia, Yhdysvallat 
- Proteiini A sefaroosi, GE Healthcare, Englanti 
- Protran® nitroselluloosamembraanisuodatinkalvo, Whatman, Dassel, Saksa 
- HyClone® SFX-Insect MP™-elatusneste, Thermo Scientific, Rockford, Illinois, 
Yhdysvallat 
- Suodatinpaperi, Whatman, Maidstone, Englanti 




PKC!-isoentsyymin koko proteiinin ja toiminnallisten domeenien (domeeni 1, 2 ja 3) 
tuottamiseen käytettiin Sf9-hyönteissoluja. Soluja kasvatettiin viljelypullossa 
inkubaattorissa +27 °C lämpötilassa magneettisekoittajan päällä. Soluja viljeltiin 
HyClone® SFX-Insect MP™-elatusnesteessä, johon oli lisätty 5 % sikiövasikan seerumia 
(fetal bovine serum, FBS). Solut jaettiin kahden tai kolmen päivän välein tasaisen 
solutiheyden ylläpitämiseksi. Solujen jakamisessa solut laskettiin ja laimennettiin siten, 
että kahden päivän kasvatukseen jätettiin 0,4 miljoonaa solua/ml ja kolmen päivän 
kasvatukseen 0,5 miljoonaa solua/ml. Kasvatusliuosta oli pullossa jatkuvasti 50 ml. 
Kasvatuspullo vaihdettiin jos solut olivat tarttuneet kiinni toisiinsa tai pullon reunoille. 
 
2.3 PKC!-isoentsyymin tuottaminen Sf9-hyönteissoluilla 
 
PKC!-isoentsyymin koko proteiinia ja toiminnallisia domeenieja tuotettiin Sf9-
hyönteissoluissa Bac-to-Bac® bakulovirus ekspressiosysteemin avulla (Paalanen ym. 
2011). FL-proteiinia tuotettiin P3- ja P4-viruseristä. P3-viruseräliuosta käytettiin 
lopulliseen kasvatusliuokseen 7 µl/ml ja P4-viruseräliuosta 5 µl/ml. Domeenit 1, 2 ja 3 
tuotettiin P4-viruserästä (5 µl/ml). Sf9-soluja käytettiin 2 miljoonaa/ml. Soluja 
kasvatettiin +27 °C lämpötilassa tasosekoittajassa kahden vuorokauden ajan, jonka 
jälkeen soluja sentrifugoitiin 10 tai 50 ml:n erissä 1500 g:n voimalla viiden minuutin 





välillä sentrifugoiden 1500 g:n voimalla kahden minuutin ajan. Tämän jälkeen 
solupelletit pakastettiin myöhempiä tutkimuksia varten. 
 
2.4 VHH-vasta-aineiden tuottaminen Escherichia coli -bakteerisoluilla 
 
Erikoistyössä käytettiin Escherichia coli -bakteerisoluja, joihin oli transfektoitu VHH-
vasta-ainetta koodaava plasmidi. Näitä bakteerisoluja säilytettiin -80 °C lämpötilassa, 
mistä niitä voitiin tarvittaessa ottaa VHH-kasvatusta varten. VHH-kasvatus tehtiin LB-
kasvatusliuoksessa, johon lisättiin ampisilliinia 1:1000. Aluksi tehtiin kahden millilitran 
kasvatukset, joita kasvatettiin +37 °C lämpötilassa yön yli. Kahden millilitran 
kasvatukset käytettiin 50 millilitran kasvatuksiin, joita kasvatettiin noin kuuden tunnin 
ajan ennen kuin niihin lisättiin 1 mM IPTG:tä (isopropyyli #-D-1-
tiogalaktopyranosiidiä), joka sai bakteerit tuottamaan VHH-vasta-aineita. IPTG sitoutuu 
Lac-operonin repressoriosaan ja säätelee sitä allosteerisesti, minkä jälkeen Lac-operonin 
geenitranskriptio on mahdollista. Tämän jälkeen bakteereja kasvatettiin +30 °C 
lämpötilassa yön yli.  
 
Kasvatuksen jälkeen VHH:t puhdistettiin bakteerisoluista. Solujen keräystä varten 50 
ml:n kasvatuksia sentrifugoitiin 4000 rpm:n nopeudella 15 minuutin ajan. 
Muodostuneet pelletit pakastettiin -80 °C lämpötilassa tunnin ajan. Pakastuksen jälkeen 
pellettejä sulatettiin huoneenlämmössä noin 20 minuutin ajan, jonka aikana 
bakteerisolujen ulompi solukalvo rikkoutuu. Tämän jälkeen ne liuotettiin 10 ml:aan 
PBS:ä sekoittamalla. Tämän jälkeen rikkoituneita pellettejä inkuboitiin rasioissa 
tasosekoittajan päällä +4 °C lämpötilassa kahden tunnin ajan siten, että 50 ml:n putket 
pääsivät pyörimään mahdollisimman hyvän sekoittumisen aikaansaamiseksi. 
Inkubaation aikana VHH-vasta-aineet siirtyivät solukalvojen välisestä tilasta 
(periplasmic fraction) PBS:ään. Inkubaation jälkeen solususpensiot sentrifugoitiin 4000 
rpm:n nopeudella 15 minuutin ajan.  
 
Periplasmisen fraktion sisältävä supernatantti otettiin talteen uusiin putkiin, joihin 
lisättiin 200 µl Talon® Metal Affinity resin (Clontech) yhtä näytettä kohden ja 





sitoutuvat VHH-vasta-aineissa oleviin His-tag-osiin. Inkubaation jälkeen näytteitä 
sentrifugoitiin 2000 rpm-nopeudella kahden minuutin ajan. Muodostuneita pellettejä 
pestiin PBS:llä kolmesti välillä sentrifugoiden 2000 rpm-nopeudella kahden minuutin 
ajan. Tämän jälkeen pelletit liuotettiin 10 ml:aan PBS:ä ja kaadettiin suodatinpylväisiin.  
 
Pylväät pestiin kertaalleen PBS:llä ja pre-eluutio tehtiin 200 µl:lla 15 mM imidatsolia. 
Imidatsoli sitoutuu Talon-helmiin His tag-osaa paremmin, jolloin VHH:t irtoavat Talon-
helmistä ja kulkeutuvat pylvään läpi. Eluutio tehtiin 250 µl:lla 300 mM imidatsolia. 
Eluutioliuos siirrettiin eppendorf-putkien kansiin, jotka peitettiin dialyysikalvolla. 
Dialyysi tehtiin kahden litran astiassa PBS-liuoksessa +4 °C lämpötilassa yön yli 
magneettisekoittajan päällä. Dialyysin tarkoituksena oli pienentää 
imidatsolikonstentraatiota, koska korkea imidatsolipitoisuus heikentää proteiinien 
säilymistä. Puhdistuksen jälkeen VHH:den pitoisuudet määritettiin BCA-menetelmällä. 
Lopulta 2 µg näytettä eroteltiin SDS-page-elektroforeesin avulla (Laemmli 1970). Geeli 
värjättiin Coomassie-sini-värillä, jolloin voitiin nähdä oliko VHH-puhdistus onnistunut. 
 
2.5 Geelielektroforeesi ja Western blottaus 
 
Proteiininäytteet valmistettiin Western blotteihin suspendoimalla Sf9-solupelletit 
lyysispuskuriin (25 mM Tris HCl, pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 0,1 % Triton X-100, 
Complete protease inhibitors 100 ,l/ 2,5ml). Solususpensiota inkuboitiin jäillä 25-30 
minuuttia välillä sekoittaen. Tämän jälkeen solususpensio sentrifugoitiin +4 °C 
lämpötilassa (15 min; 16 100 g). Supernatantin proteiinipitoisuus määritettiin 
Bradfordin menetelmällä. Näytettä otettiin haluttu määrä ja siihen lisättiin 
kaksinkertaista Laemmlin näytepuskuria (LSB) suhteessa 1:1, jonka jälkeen seosta 
keitettiin +80 °C lämpötilassa viisi minuuttia. 
 
Kokeessa käytettiin SDS (natriumdodekyylisulfaatti)-PAGE (polyakryyliamidi-
geelielektroforeesi) menetelmää, jossa molekyylit erottuvat kokonsa perusteella 
(Laemmli 1970). Koetta varten valmistettujen geelien akryyliamidipitoisuus oli 15 %. 
Proteiininäytteet ja molekyylipainostandardi ajettiin geelille 100 V jännitteellä kunnes 





jatkettiin 200 V jännitteellä. Paikantamista varten näytteet siirrettiin geeliltä 
nitroselluloosakalvolle Western blot-menetelmällä (100 V, 1 h) (Burnette 1981). 
Kalvoja kyllästettiin maidon proteiinilla ennen primaarista vasta-aineinkubointia, jotta 
vasta-aineet eivät tarttuisi epäspesifisesti kalvojen proteiinivapaille alueille (blokkaus). 
Kalvoja inkuboitiin 5 % maito TBS (Tris puskuroitu suolaliuos, TBS: 20 mM Tris, 137 
mM NaCl, pH 7,5) -Tween 0,1% (TBST) puskurissa huoneenlämmössä tunnin ajan. 
Kyllästyksen jälkeen kalvoja inkuboitiin halutulla VHH vasta-aineella (500 nM) 5 % 
maito-TBST puskurissa +4 °C lämpötilassa yön yli. E7 VHH-vasta-ainetta käytettiin 
positiivisena kontrollina pitoisuudella 250 nM.  
 
Primäärisen vasta-aineinkuboinnin jälkeen kalvoja pestiin TBST-puskurilla 
tasosekoittajassa kaksi kertaa nopeasti, kerran 15 minuuttia ja kolme kertaa 5 minuuttia. 
Myös muut työssä suoritetut pesut tehtiin samalla tavalla. Sekundääriset vasta-
aineinkuboinnit tehtiin huoneenlämmössä tasosekoittajassa tunnin ajan. Ensin 
inkuboitiin kanin anti-Myc-tag-vasta-aineella 1/5000 5 % maito-TBST puskurissa, joka 
sitoutuu VHH-vasta-aineiden Myc-tag-osaan. Tämän jälkeen kalvot pestiin ja 
inkuboitiin vuohi-anti-kani-vasta-aineella, johon on konjugoitu piparjuuren peroksidaasi 
(horseradish peroxidase, HRP). Kalvojen pesujen jälkeen PKC!-isoentsyymiin 
sitoutuneet VHH-vasta-aineet havainnoitiin Pierce SuperSignal-reagenssin avulla. HRP 
katalysoi inkubointiliuoksessa olevan luminolin hapettumista vetyperoksidin läsnä 
ollessa ja reaktiossa emittoituva valo voitiin havaita Gene snap-laitteen (Syngene Bio 




Immunopresipitaatiossa haluttu proteiini saostetaan näytemateriaalista proteiiniin 
spesifisesti sitoutuvan vasta-aineen avulla (Hales ja Randle 1963). Tässä kokeessa 
PKC!-isoentsyymin koko proteiini tai sen toiminnallinen domeeni yritettiin saostaa 
näytemateriaalista VHH-vasta-aineiden avulla. Immunopresipitaatiossa ja siinä 
käytettävien PKC!-lysaattien valmistuksessa käytettiin lyysispuskuria, joka ei sisältänyt 





Solulysaatit valmistettiin samalla tavalla kuin Western blot -menetelmässä, mutta ilman 
EDTA:ta. Proteiinipitoisuus mitattiin Bradfordin menetelmällä. 
 
Immunopresipitaatiossa käytettiin proteiini A-helmiä, jotka sitoutuvat IgG-vasta-
aineisiin. Proteiini A-helmiä inkuboitiin hiiren anti Myc-tag-vasta-aineen kanssa +4 °C 
lämpötilassa tunnin ajan, jonka jälkeen niitä inkuboitiin 1 % naudan seerumin 
albumiiniliuoksessa (bovine serum albumin, BSA lyysispuskurissa) +4 °C lämpötilassa 
15 minuuttia (blokkaus). Tämän jälkeen helmet sentrifugoitiin (4000 rpm, 1min) ja 
pestiin lyysispuskurilla. PKC!-isoentsyymin koko proteiinia ja eri domeeneja sisältäviä 
solulysaatteja inkuboitiin VHH-vasta-aineiden kanssa +4 °C lämpötilassa tunnin ajan, 
jonka jälkeen liuos lisättiin helmille ja inkuboitiin +4 °C lämpötilassa yön yli. VHH-
vasta-aineet tarttuvat Proteiini A sefaroosi-helmiin hiiren anti Myc-tag-vasta-aineen 
välityksellä, koska VHH-vasta-aineissa on Myc-tag-osa. PKC!-isoentsyymin koko 
proteiini tai toiminnalliset domeeniit tarttuvat helmiin vain jos ne ovat ensin sitoutuneet 
VHH-vasta-aineisiin, koska niissä ei ole Myc-tag-osaa. 
 
Seuraavana päivänä proteiini A sefaroosi-helmet sentrifugoitiin ja niitä pestiin neljä 
kertaa lyysispuskurilla. Näytteisiin lisättiin 15 ,l kaksinkertaista LSB:tä ja keitettiin 
+80 °C lämpötilassa viisi minuuttia. Näytteet pipetoitiin 15 % PAGE-geeleille ja ajettiin 
ensin 100 V jännitteellä ja sitten 200 V jännitteellä. Geeleiltä näytteet ajettiin 
nitroselluloosa kalvolle ja kyllästettiin maidon proteiinilla kuten Western blot -
menetelmässä. Kalvoja inkuboitiin anti tetra His-vasta-aineella 1:1500 5 % maito-
TBST-puskurissa +4 °C lämpötilassa yön yli. 
 
Kolmantena tutkimuspäivänä kalvot pestiin TBST-puskurilla, jonka jälkeen niitä 
inkuboitiin GAMPO:lla 1:4000 5 % maito-TBST-puskurissa huoneen lämpötilassa 
tunnin ajan. Kalvot pestiin ja niitä inkuboitiin  SuperSignal® (Pierce)- reagenssilla, 









Radioligandisitoumiskokeilla tutkittiin miten VHH-vasta-aineet pystyvät kilpailemaan 
radioaktiivisen ligandin kanssa sitoutumisesta PKC!-isoentsyymiin. Tällä menetelmällä 
selvitettiin sitoutuuko joku VHH-vasta-aine PKC!-isoentsyymin domeeni 2 osaan (C1-
domeeni) (Boije af Gennäs ym. 2009). Työn tarkoituksena oli seuloa suuri määrä VHH-
vasta-aineita mahdollisia jatkotutkimuksia varten. Koe tehtiin 96-kuoppalevyillä ja 
kokeessa tutkittiin yhteensä 368:n VHH-vasta-aineen sitoutumista. 
 
Tässä tutkimuksessa radioligandina käytettiin radioaktiivisella tritiumilla leimattua 
forbolia (3H-PDBu), joka sitoutuu C1-osiin. Kokeessa oli tarkoitus selvittää kilpaileeko 
joku VHH sitoutumisesta radioligandin kanssa. Radioligandi sitoutuu tyypillisesti myös 
muihin kuin tutkittavaan kohteeseen. Tämän vuoksi selvitettiin epäspesifisitoutuminen, 
joka tehtiin käyttämällä leimaamatonta eli kylmää ligandia. Kun totaalisitoutumisesta 
vähennettiin epäspesifisitoutuminen, saatiin selville radioligandin spesifisitoutuminen 
PKC!-isoentsyymiin. 
 
Ennen varsinaisia sitoutumiskokeita täytyi selvittää radioligandin affiniteetti PKC!-
proteiiniin. Käyttämällä eri radioligandi-konsentraatioita määritettiin saturaatiokuvaaja, 
josta voitiin havaita sitoutumispaikkojen kokonaismäärä eli Bmax. Lisäksi selvitettiin 
radioligandin affiniteettivakio eli Kd, joka kuvastaa yhdisteen affiniteettia PKC!-
proteiiniin. Mitä pienempi on Kd:n arvo, sitä suurempi on yhdisteen affiniteetti 
proteiinia kohtaan. Radioligandin affiniteettivakio ja Scatchardin kuvaaja määritettiin 
Graph Pad Prism-ohjelmalla (GraphPad Software, Kalifornia, Yhdysvallat).  
 
Sitoutumiskokeita varten valmistettiin aina uusi PKC!-solulysaatti, koska kinaasin 
sitoutumisaffiniteetti heikkenee pakastamisen ja sulattamisen seurauksena. Solulysaatti 
valmistettiin kuten Western blot -menetelmässä. PKC!-proteiinia pipetoitiin  
96-kuoppalevyn kaivoihin 20 ,g ja inkuboitiin VHH-vasta-aineiden, PBS:n tai kylmän 






Kaivoihin lisättiin binding mix (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 ,M CaCl2; 25 mM 
MgCl2; 1 mg/ml $-globuliini), johon oli lisätty tarvittava määrä sonikoitua PS:ää ja 
leimattu PDBu. Näytteitä inkuboitiin ravistelijassa (500 rpm) huoneenlämmössä 10 
minuuttia. Kaivoihin pipetoitiin 20 % polyetyleeniglykolia (PEG) ja inkuboitiin 
ravistelijassa (ensin 600 rpm ja sitten 650 rpm) 15-20 minuuttia. Levy imettiin kuivaksi 
vakuumissa ja pestiin pesupuskurilla kuusi kertaa. Tämän jälkeen levyn pohja irrotettiin 
ja levyä kuivattiin lampun alla kunnes levy oli täysin kuivunut. Kaivoihin pipetoitiin 
tuikenestettä ja tuikkeet laskettiin Mikrobeta-ohjelmalla kahden tunnin seisotuksen 
jälkeen. Ohjelmalla saaduista tuloksista laskettiin mitkä VHH:t muuttivat 3H-PDBu:n 
sitoutumista PKC!-isoentsyymiin yli 15 % verrattuna PBS:ään. Tulokset analysoitiin 








VHH-kasvatuksen ja puhdistuksen jälkeen 2 µg näytettä eroteltiin elektroforeettisesti 
SDS-page-geelissä. Geeli värjättiin Coomassie sini värillä, jolloin voitiin nähdä oliko 
VHH-puhdistus onnistunut. Onnistuneen kasvatuksen ja puhdistuksen seurauksena 
näytteet sisälsivät vain VHH-proteiinia (noin 15 kDa) (Kuva 3). 
 
  
Kuva 3. VHH-kasvatuksen jälkeen proteiininäytteet eroteltiin SDS-page-geelissä ja geeli värjättiin 
Coomassie sini-värillä, näin voitiin nähdä mitä proteiineja näyte sisälsi. Kuvasta voidaan nähdä, että 
puhdistus oli onnistunut, koska näyte sisälsi vain VHH-proteiineja (noin 15 kDa). Tässä puhdistuksessa 





3.1 Western blottaus 
 
Ensimmäisessä kokeessa positiivisina kontrolleina käytettiin PKC!-vasta-ainetta ja tetra 
His-vasta-ainetta (Kuva 4). PKC!-vasta-aineen tiedettiin sitoutuvan koko proteiiniin. 
PKC!-isoentsyymin koko proteiinissa ja kaikissa domeenieissa on His-tag-osa, joten 
His-tag-vasta-aineen avulla voitiin selvittää sisälsivätkö näytteet haluttuja proteiineja. 
Positiivisten kontrollien avulla voitiin osoittaa, että proteiininäytteet sisälsivät PKC!-
isoentsyymin koko proteiinia tai domeeni 3:sta. Tästä voimme päätellä, että näiden 
proteiinien kasvattaminen oli onnistunut. Negatiivisena kontrollina toimi Western blot, 
johon ei tullut VHH-vasta-aineita, mutta siihen käytettiin samoja sekundaarisia vasta-
aineita, kuin VHH Western blotteihin. Täten voitiin selvittää, sitoutuvatko sekundaari 
vasta-aineet epäspesifisesti johonkin toiseen proteiiniin kokeissa käytetyssä 
solulysaatissa. Tutkimuksessa havaittiin, että kanin polyklonaalinen Myc-tag-vasta-aine 
aiheuttaa epäspesifiset proteiinivyöhykkeet sitoutumalla lysaatissa olevaan proteiiniin. 
PKC!-isoentsyymin koko proteiinissa tai sen domeeneissa ei ole Myc-tag osaa, mutta 
VHH-vasta-aineissa on Myc-tag-osa. Tämän vuoksi Myc-tag vasta-aineen avulla 
voidaan havaita vain PKC!-proteiinit, joihin VHH-vasta-aineet ovat sitoutuneet. 
 
 
Kuva 4. PKC!- ja tetra His-vasta-aineiden (vasta-aineista on käytetty lyhennettä ") sitoutuminen PKC!-
isoentsyymin koko proteiiniin tai domeeni 3-osaan. PKC!-vasta-aine sitoutuu koko proteiiniin niin 
suurella affiniteetilla, että bandi on ylivaloittunut ja näyttää siksi valkoiselta. Tetra His-vasta-aine sitoutuu 
koko proteiinin ja domeeni 3-osan His-tag-osiin. PKC!-isoentsyymin koko proteiini on kooltaan noin 87 
kDa ja domeeni 3 noin 55 kDa. Negatiiviseen kontrolliin ei lisätty primaarista vasta-ainetta. Kanin 
polyklonaalinen Myc-tag-vasta-aine aiheuttaa epäspesifiset taustabandit (noin 25 kDa) sitoutumalla 





Aiemmissa kokeissa oli huomattu, että E7-vasta-aine sitoutuu voimakkaalla 
affiniteetilla PKC!-isoentsyymiin ja tämän vuoksi tässä tutkimuksessa E7 vasta-aine oli 
ensimmäinen tutkittava VHH-vasta-aine (Paalanen ym. 2011). Aluksi tutkittiin E7 
sitoutumista PKC!-isoentsyymiin kolmella eri konsentraatiolla (Kuva 5). Kokeessa 
huomattiin, että E7-VHH-vasta-aine sitoutuu voimakkaalla affiniteetilla FL- ja d3-
proteiineihin 250 ja 500 nM pitoisuuksilla. E7-VHH ei sitoutunut d1- eikä d2-
domeeneihin. Myös 100 nM pitoisuudella sitoutuminen voitiin havaita, mutta ei yhtä 
selvästi kuin suuremmilla pitoisuuksilla. Toisessa kokeessa tutkittiin E7-VHH:n 
sitoutumista puhdistettuun PKC!-isoentsyymi proteiiniin 250 nM pitoisuudella. 
Puhdistettua proteiinia käytettäessä Myc tag-vasta-aine ei aiheuta epäspesifisiä tausta 
bandejä (Kuva 6). Myös tässä kokeessa sitoutuminen voitiin havaita yhtä selvästi 250 ja 
500 nM pitoisuuksilla. Näiden kokeiden perusteella E7-vasta-ainetta käytettiin 
positiivisena kontrollina 250 nM pitoisuudella muita VHH-vasta-aineita tutkittaessa. 
 
Kuva 5. E7-VHH-vasta-aineen sitoutuminen PKC!-isoentsyymiin kolmella eri konsentraatiolla. 
Sitoutuminen voidaan havaita selvästi 250 ja 500 nM pitoisuuksilla. Myös 100 nM pitoisuudella 
sitoutuminen voitiin havaita, mutta ei yhtä selvästi kuin suuremmilla pitoisuuksilla. PKC!-isoentsyymin 
koko proteiini on kooltaan noin 87 kDa ja domeeni 3 noin 55 kDa. Kanin polyklonaalinen Myc-tag-vasta-








Kuva 6. E7-VHH:n sitoutuminen PKC!-lysaattiin 500 nM pitoisuudella ja puhdistettuun proteiinin 250 
nM pitoisuudella. Puhdistettua proteiinia käytettäessä Myc tag-vasta-aine ei aiheuta epäspesifisiä tausta 
bandejä. PKC!-isoentsyymin koko proteiini on kooltaan noin 87 kDa ja domeeni 3 noin 55 kDa. Tässä 
kokeessa oli mukana myös domeeni 1 (n. 25 kDa) ja domeeni 2 (n. 15-20 kDa), joihin E7 ei kokeen 
perusteella sitoudu. 
 
Western blottaus tehtiin 36:lle VHH-vasta-aineelle ja E7 toimi positiivisena kontrollina 
jokaisessa kokeessa. Näiden kokeiden perusteella muiden kuin E7-vasta-aineen ei 
havaittu sitoutuvan PKC!-isoentsyymin koko proteiiniin tai yhteenkään domeeniiin 
(Kuva 7). 
 
Kuva 7. Vain E7-VHH-vasta-aine sitoutui PKC!-isoentsyymiin Western blot-menetelmällä. Muut VHH-
vasta-aineet eivät sitoutuneet PKC!-isoentsyymiin (tässä kuvassa esimerkkinä D1-VHH-vasta-aine). 
PKC!-isoentsyymin koko proteiini on kooltaan noin 87 kDa ja domeeni 3 noin 55 kDa. E7 tai D1 eivät 
sitoutuneet domeeni 1:seen (25 kDa) tai domeeni 2:seen (20 kDa). Tässä kokeessa käytettiin puhdistettua 







Immunopresipitaatio tehtiin 36:lle eri VHH:lle. Näiden kokeiden perusteella A10, C1, 
C4, D1, E6, E7 ja G8 VHH-vasta-aineet sitoutuivat PKC!-isoentsyymin koko 
proteiiniin (Kuva 8). Kaikki edellä mainitut VHH-vasta-aineet sitoutuivat koko 
proteiinin lisäksi domeeni 3-osaan (kinaasiosa), mutta eivät muihin domeeneihin (Kuvat 
8, 9, 10 ja 11). Muut VHH-vasta-aineet eivät sitoutuneet koko proteiiniin tai yhteenkään 
domeeniin. Jokaisen kokeen yhteydessä tehtiin immunopresipitaatio, johon ei tullut 
VHH-vasta-ainetta. Tämä toimi negatiivisena kontrollina. Lisäksi kuviin otettiin 




Kuva 8. VHH-vasta-aineiden sitoutuminen PKC!-isoentsyymin koko proteiiniin immunopresipitaatiossa. 
Positiivisena kontrollina toimi PKC!-vasta-aine ("-PKC!) ja negatiivisena kontrollina 
immunopresipitaatio, jossa ei ollut VHH-vasta-ainetta. PKC!-isoentsyymin koko proteiini on kooltaan 
noin 87 kDa. Kuvassa näkyvät bandit 55 ja 25 kDa kohdalla tulevat Myc-tag- tai PKC!-vasta-aineen 
raskaasta- ja kevyestä ketjusta. VHH-vastaaineet näkyvät noin 15 kDa kohdalla. 
 
Positiivisena kontrollina käytettiin PKC!-vasta-ainetta, joka sitoutui koko proteiinin 
lisäksi domeeni 1-osaan. Domeeni 1 on kooltaan noin 25 kDa, joka on hyvin lähellä 
PKC!-vasta-aineen kevyen ketjun molekyylipainoa. Tämän vuoksi domeeni 1 voi olla 
hankalaa erottaa kuvasta, jonka vuoksi domeeni 1 kokeissa tehtiin myös 
immunopresipitaatio, johon ei tullut proteiinilysaattia (näin saatiin näkyviin pelkät 





osaan voitiin havaita helposti vertailtaessa näitä kahta immunopresipitaatiota (Kuva 9). 




Kuva 9. VHH-vasta-aineiden sitoutuminen PKC!-isoentsyymin domeeni 1-osaan immunopresipitaatiossa. 
Positiivisena kontrollina toimi PKC!-vasta-aine ("-PKC!) ja negatiivisena kontrollina 
immunopresipitaatio, jossa ei ollut VHH-vasta-ainetta. PKC!-isoentsyymin domeeni 1 on kooltaan noin 
25 kDa. Kuvassa näkyvät bandit 55 ja 25 kDa kohdalla tulevat Myc-tag- tai PKC!-vasta-aineen raskaasta- 
ja kevyestä ketjusta. VHH-vasta-aineet näkyvät noin 15 kDa kohdalla. 
 
VHH-vasta-aineiden sitoutumista tutkittiin myös domeeni 2-osaan, mutta minkään 
VHH:n ei havaittu sitoutuvan siihen (Kuva 9). 
 
 
Kuva 10. VHH-vasta-aineiden sitoutuminen PKC!-isoentsyymin domeeni 2-osaan 
immunopresipitaatiossa. Positiivisena kontrollina toimi PKC!-vasta-aine ("-PKC!) ja negatiivisena 
kontrollina immunopresipitaatio, jossa ei ollut VHH-vasta-ainetta. PKC!-isoentsyymin domeeni 2 on 
kooltaan noin 15-20 kDa. Kuvassa näkyvät bandit 55 ja 25 kDa kohdalla tulevat Myc-tag- tai PKC!-





Kaikki VHH-vasta-aineet, mitkä sitoutuivat koko PKC!-proteiiniin, sitoutuivat myös 
domeeni 3-osaan (Kuva 11).  
 
 
Kuva 11. VHH-vasta-aineiden sitoutuminen PKC!-isoentsyymin domeeni 3-osaan 
immunopresipitaatiossa. Positiivisena kontrollina toimi PKC! vasta-aine ("-PKC!) ja negatiivisena 
kontrollina immunopresipitaatio, jossa ei ollut VHH-vasta-ainetta. . PKC!-isoentsyymin domeeni 3 on 
kooltaan noin 55 kDa. Kuvassa näkyvät bandit 55 ja 25 kDa kohdalla tulevat Myc-tag- tai PKC!-vasta-





Ennen varsinaisen kokeen suorittamista määritettiin affiniteettivakio eli Kd, joka 
kuvastaa radioligandin affiniteettia PKC!-proteiiniin. Mitä pienempi on Kd:n arvo, sitä 
suurempi on yhdisteen affiniteetti proteiinia kohtaan. Kd-arvoksi saatiin 62,54 nM 
(Kuva 12). Radioligandisitoutumiskokeissa käytetään radioligandipitoisuutta, joka on 
2,5-5 kertainen proteiinille määrittettyyn Kd-arvoon nähden (Newton 2003 (b)). 
 
Kullekin radioligandikonsentraatiolle laskettiin rinnakkaisten kaivojen keskiarvot 
totaalisitoutumiselle ja epäspesifille sitoutumiselle. Spesifisitoutuminen saatiin 
vähentämällä epäspesifisitoutuminen totaalisitoutumisesta. Spesifisitoutuminen kasvaa 
tiettyyn rajaan saakka, kun radioligandin pitoisuutta lisätään (Kuva 12). Tietyssä 
vaiheessa sitoutumista ei voi enää tapahtua, koska kaikki näytteen reseptorit ovat 
sitoneet radioligandimolekyylin. Tällöin näyte on saturoitunut. Saturaatiokuvaajasta 
voidaan havaita näytteen reseptoripaikkojen kokonaismäärä eli Bmax. Saturaatiokokeen 





jonka avulla Bmax voidaan määrittää tarkemmin. Tässä työssä Bmax oli 80268 fmol/mg 
proteiinia (femtomooleja radioligandia näytteen proteiinimilligrammaa kohden). 
 
 
Kuva 12. 3H-PDBu:n sitoutumisen saturaatiokuvaaja FL PKC! Sf9-lysaattiin. 
 
Sitoutumiskokeissa seulottiin neljän 96-kuoppalevyn VHH-vasta-aineet (kuoppalevyt 1, 
2, 3 ja 4; yhteensä 368 VHH-vasta-ainetta). Tarkoituksena oli selvittää muuttaako 
jonkun VHH:n sitoutuminen PKC!-isoentsyymiin 3H-PDBu:n sitoutumista. CPM:t 
(counts per minute) laskettiin Mikrobeta-ohjelmalla. Aluksi laskettiin mitkä VHH:t 
muuttivat 3H-PDBu:n sitoutumista yli 15 % verrattuna PBS:stä, jota käytettiin 
kontrollina sillä VHH:t ovat PBS liuoksessa (Kuva 13). Tämän jälkeen eron tilastollinen 
merkittävyys arvioitiin SPSS-ohjelman avulla, jolla tehtiin yksisuuntainen Anova. 






Kuva 13. 3H-PDBu-sitoutumiskokeessa saadut CPM (counts per minute) arvot, kun PKC!-lysaattia 
inkuboitiin kuoppalevyjen 1, 2, 3 ja 4 VHH-vasta-aineiden kanssa. Kuvassa on mukana VHH:t, jotka 
muuttivat 3H-PDBu:n sitoutumista yli 15 % PBS:ään verrattuna. CPM:t on laskettu Mikrobeta-





Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää, mihin PKC!-isoentsyymin toiminnalliseen 
domeeniin VHH-vasta-aineet sitoutuvat. Sitoutumiskohdan selvittämisen avulla voidaan 
päätellä sitoutuvatko VHH-vasta-aineet samoihin kohtiin endogeenisten PKC-
aktivaattoreiden kanssa. Sitoutumiskohdan selvittämisen jälkeen myös aktivaation ja 
inhibition mekanismit ovat helpompia selvittää. Lisäksi sitoutumiskohdan 
selvittämisestä on apua muiden tutkimustulosten tulkinnassa ja uusien tutkimusten 
suunnittelussa. 
 
Western blot-menetelmällä havaittiin E7-VHH-vasta-aineen sitoutuminen PKC!-





VHH-vasta-aineet eivät sitoutuneet PKC!-isoentsyymiin. Tässä tutkimusmenetelmässä 
PKC!-isoentsyymiproteiini oli denaturoituneessa muodossa kun VHH-vasta-aineet 
olisivat voineet sitoutua siihen. E7-VHH-vasta-aine sitoutuu PKC!-isoentsyymissä 
todennäköisesti vierekkäisiin aminohappoihin ja muut VHH:t aminohappoihin, jotka 
ovat lähekkäin laskostuneessa proteiinissa, jonka vuoksi sitoutumista ei havaittu 
denaturoituneella proteiinilla. Vasta-aineet, jotka sitoutuvat vain natiiviin proteiiniin 
saattavat soveltua paremmin tutkimuskäyttöön. Tämän vuoksi on edullista, että E7-
VHH-vasta-ainetta lukuun ottamatta, muut VHH-vasta-aineet eivät sitoudu 
denaturoituun proteiiniin. 
 
Immunopresipitaatio-menetelmässä PKC!-isoentsyymiproteiini on natiivissa muodossa 
reagoidessaan VHH-vasta-aineiden kanssa. Tällä koemenetelmällä voitiin havaita 
seitsemän VHH-vasta-aineen sitoutuminen PKC!-isoentsyymin koko proteiiniin. VHH-
vasta-aineiden affiniteettia PKC!-isoentsyymiin voidaan arvioida kuvissa näkyvien 
bandien voimakkuuden perusteella. Kuvista voidaan nähdä, että E7-VHH-vasta-aine 
sitoutuu tälläkin menetelmällä hyvin voimakkaasti PKC!-isoentsyymiin. Kaikki VHH-
vasta-aineet, jotka sitoutuivat immunopresipitaatiossa koko proteiiniin, sitoutuivat myös 
pelkkään domeeni 3-osaan, mutta eivät muihin domeeneihin. 
 
Uudentyyppisten PKC isoentsyymien, kuten PKC!-isoentsyymin, endogeenisena 
aktivaattorina toimii DAG (Newton 2003). DAG sitoutuu entsyymien säätelyosan C1-
osaan. Radioligandi-sitoutumiskokeissa käytetty 3H-PDBu on forboliesteri ja DAG:n 
analogi. Kokeissa saatujen tulosten perusteella mikään VHH-vasta-aine ei sitoudu 
domeeni 2 eli C1-osaan, joten VHH-vasta-aineet eivät näyttäisi sitoutuvan samaan 
kohtaan kuin endogeeninen PKC-aktivaattori DAG. Radioligandikokeissa saadut 
tulokset tukevat immunopresipitaatiossa saatuja tuloksia. 
 
Käytettyjen kolmen eri tutkimusmenetelmän avulla saadut tulokset olivat keskenään 
yhdenmukaisia. Western blot-menetelmällä ja immunopresipitaatiokokeissa saatujen 
tulosten perusteella voidaan todeta, että kaikki PKC!-proteiiniin sitoutuvat VHH-vasta-
aineet sitoutuvat domeeni 3-osaan eli kinaasiosaan. Erikoistyön avulla onnistuttiin 





domeeneihin. VHH-vasta-aineiden tarkempaa sitoutumiskohtaa PKC!-proteiinissa ei 
ole aikaisemmin tutkittu näin monella VHH-vasta-aineella. Lisäksi tässä tutkimuksessa 
VHH-vasta-aineiden sitoutumista PKC!-isoentsyymiin tutkittiin menetelmillä, joita ei 
ole kokeiltu tässä yhteydessä aiemmin. 
 
Jatkossa VHH-vasta-aineiden käyttömahdollisuutta tyypin 2 diabeteksen hoidossa 
tullaan selvittämään vielä monen tutkimuksen avulla. VHH-vasta-aineiden 
karakterisointia jatketaan, jotta selviäisi minkä VHH-vasta-aineen avulla voidaan 
saavuttaa spesifisesti PKC!-isoentsyymiin kohdennettu lääkevaikutus. Jatkossa VHH-
vasta-aineiden sitoutumiskohtaa voitaisiin yrittää selvittää tarkemmin jakamalla 
kinaasiosa pienempiin osiin PCR-menetelmällä. Seuraavaksi VHH-vasta-aineiden 
vaikutuksia insuliinisignalointiin ollaan tutkimassa transfektoimalla VHH-vasta-aineita 
lihassolulinjoihin, joissa voidaan aiheuttaa insuliiniresistenssiä inkuboimalla soluja 
vapailla rasvahapoilla kuten palmitaatilla (Dey ym., 2007). 
 
Myös PKC-isoentsyymien rooli lääkevaikutuksen kohteena vaatii lisätutkimuksia. PKC 
proteiinit osallistuvat useisiin solutason tapahtumiin (Jing ja Zhang 2002; Greene 2004). 
Tämän vuoksi PKC-isoentsyymien toiminnan inhibitio voi johtaa myös 
haittavaikutuksiin. PKC!-isoentsyymin on todettu osallistuvan muun muassa 
immuunipuolustusjärjestelmän toimintaan (Aksoy 2004). PKC!-isoentsyymi osallistuu 
muun muassa Tollin kaltaisen reseptori 4:n (Toll-like receptor 4, TLR-4) aktivaatioon 
lipopolysakkaridien (LPS) toimesta. LPS on keskeinen Gram negatiivisten bakteerien 
uloimman solukalvon lipidi, joka on tyypillinen esimerkki 
immuunipuolustusjärjestelmää aktivoivasta patogeenisesta molekulaarisesta rakenteesta 
(pathogen-associated molecular pattern, PAMP) (Kaisho ja Akira 2001). Solutason 
reagointi LPS:än on luonnollisesti tärkeää immuunipuolustusjärjestelmän toiminnan 
kannalta. Tämä saattaa asettaa rajoitteita PKC!-isoentsyymin toimintaa estävien 
lääkeaineiden käytölle. Mahdollisia haittavaikutuksia voitaisiin kuitenkin ehkäistä, 






Vaikka pro gradu-tutkielmassa ei ole tapana esittää kiitoksia, haluan kuitenkin kiittää 
tohtori Milla Summasta kannustuksesta, asiantuntevasta ohjauksesta erikoistyön aikana 
ja komenteista pro gradu-tutkielman kirjoitusvaiheessa. 
 
Lisäksi haluan kiittää Johanna Mosorinia ja Nina Sneitzia tuesta ja opastuksesta 
laboratoriotyöskentelyssä. 
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